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Contexte  
Ce travail de thèse porte sur la régulation de la résistance hydraulique foliaire par le 
facteur lumineux chez le noyer (Juglans regia). Il s’inscrit dans la thématique de la réponse 
des plantes aux contraintes abiotiques.  
La résistance hydraulique foliaire RF est une composante majeure du transport d’eau 
dans toute la plante. Elle contribue jusqu’à 60 à 80% dans la résistance hydraulique aérienne 
et 30% dans la résistance hydraulique de toute la plante. Cette résistance hydraulique foliaire 
est dépendante des facteurs environnementaux tels que la lumière. La stimulation de la 
conductivité hydraulique à la lumière a été bien documentée à l’échelle physiologique. 
Toutefois, les bases moléculaires de cette réponse sont très peu étudiées.   
Chez le noyer (Juglans regia), on a pu relier la stimulation de la KF à la lumière à 
l’accroissement de la quantité de transcrits de deux isoformes d’aquaporines (JrPIP2.1 et 
JrPIP2.2) (Cochard et al, 2007). Deux voies de circulation d’eau au sein de la feuille ont été 
proposées. A l’obscurité, la voie apoplasmique serait dominante et caractérisée par une faible 
valeur de la KF et une faible abondance des transcrits JrPIP2s. La voie transcellulaire qui 
serait marquée par  une valeur de KF élevée, associée à une forte abondance des transcrits 
JrPIP2s. Cette dernière voie nécessite une biosynthèse de novo des aquaporines, ce qui 
pourrait suggérer que la lumière exerce une régulation précoce et complexe sur les 
aquaporines. 
 
Le projet de la thèse s’inscrit dans la continuité des travaux mentionnés et vise à 
identifier les mécanismes moléculaires précoces impliqués dans la modulation de la 
conductivité hydraulique foliaire chez le noyer. 
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Structuration du manuscrit de la thèse  
Le manuscrit de la thèse a été rédigé en quatre  chapitres : 
-Le premier chapitre correspond à une synthèse bibliographique sur les connaissances 
actuelles relatives à l’architecture hydraulique des plantes, les aquaporines et le signal 
lumineux. 
-Le deuxième chapitre décrit les différentes approches écophysiologiques (mesure de la 
conductivité hydraulique foliaire) et moléculaires (cDNA-AFLP, RT-PCR et PCR en temps 
réel) utilisées. 
-Le troisième chapitre a été consacré à la présentation des résultats obtenus et leurs 
discussions au regard des données bibliographiques. Ce chapitre comporte trois parties : 
 
? La partie 1 est consacrée à l’étude de l’effet de la lumière sur la conductivité 
hydraulique foliaire et les transcrits d’aquaporines chez le noyer en comparaison avec 
d’autres arbres forestiers (le chêne, le hêtre, le saule et le peuplier). Les résultats 
montrent que le noyer  (Juglans regia) est une espèce dont l’effet stimulateur de la 
lumière sur la conductivité hydraulique foliaire dépend d’une accumulation des 
transcrits d’aquaporines des sous familles PIP1 et PIP2. La participation d’autres 
isoformes d’aquaporines dans cette stimulation a été caractérisée chez le noyer. 
Puisque l’effet de la lumière dépend de sa quantité et de sa qualité, l’effet de la 
lumière bleue sur la régulation de la KF a été  étudié.   
? La partie 2 s’intéresse à la recherche de marqueurs moléculaires précoces 
accompagnant la stimulation de la KF par la lumière chez le noyer par le biais de 
l’analyse génomique globale (cDNA AFLP). 
? La partie 3 étudie le rôle potentiel de la signalisation calcique dans la modulation de la 
KF par la lumière chez le noyer, en développant une approche pharmacologique.  Cette 
dernière consiste en l’étude de l’effet de deux inhibiteurs calciques : le lanthanum 
(LaCl3) et le (W7) sur la KF et sur les transcrits de 10 aquaporines de noyer.  
 
-Le quatrième chapitre fait l’objet d’une discussion générale, à l’issue de laquelle un modèle 
hypothétique a été proposé, montrant les partenaires moléculaires potentiellement modulés 
avec la stimulation de la conductivité hydraulique (KF) et les aquaporines JrPIPs dans les 
feuilles de noyer exposées à la lumière. 
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-I- INTRODUCTION GENERALE 
 
1-Importance de l’eau pour les plantes  
L’eau est considérée comme le constituant le plus important des végétaux,  elle 
représente selon les espèces environ 80% de leur masse de matière fraîche. Du fait de ses 
propriétés physico-chimiques et son abondance dans la plante, l’eau assure de multiples 
fonctions dans le développement et la physiologie de ces organismes. A l’échelle de la plante, 
et grâce aux réseaux conducteurs, l’eau assure des corrélations fonctionnelles trophiques et 
hormonales entre les différents organes de la plante. Au niveau cellulaire, l’eau revêt d’une 
importance capitale dans le métabolisme cellulaire, soit en participant directement, en tant que 
substrat, à certaines réactions d’hydrolyse ou d’oxydation (photolyse de la photosynthèse), 
soit en rendant possible les réactions biochimiques. De plus, en coopération avec la paroi, 
l’eau participe à la rigidité et à la forme de la cellule. L’eau est également le moteur des 
mouvements cellulaires grâce au phénomène de turgescence qu’elle assure.  
Dans les milieux émergés, la disponibilité en eau reste le facteur le plus limitant de la 
production (Lange et al, 1982) et la gestion des ressources d’eau devient alors un des 
principaux défit de l’humanité, notamment dans un contexte de changement climatique.    
2- Fonctionnement hydraulique des plantes  
La plante est un organisme sessile qui doit continuellement s’adapter et intégrer les 
contraintes environnementales dans son programme de développement et de croissance. Une 
des contraintes auxquelles les plantes sont de plus en plus confrontées est le déficit hydrique.    
En milieu sec, les végétaux doivent faire face à des phénomènes d’évaporation intense, qui 
peuvent conduire, dans certains cas, à un déficit hydrique de la plante. Ce dysfonctionnement 
de l’équilibre hydrique de la plante peut affecter des processus clés de la physiologie de la 
plante tels que l’élongation cellulaire, la biosynthèse des protéines, la photosynthèse… En 
revanche, en conditions hydriques favorables, la quantité d’eau libérée dans l’atmosphère par 
le système aérien est facilement remplacée par l’eau prélevée du sol via le système racinaire. 
Ceci implique que le statut hydrique des plantes est un paramètre fondamental du 
fonctionnement de la plante. Pour accéder à sa stabilité, des stratégies anatomiques, 
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structurelles et physiologiques ont été élaborées, en rapport avec les conditions 
environnementales auxquelles les plantes sont exposées.  
3- Bases physiques du transport d’eau chez les végétaux  
La caractérisation du statut hydrique des plantes requiert la possibilité de quantifier 
l’état d’énergie de la molécule d’eau, qui est définit par son énergie libre. Il est communément 
utilisé la notion de potentiel hydrique qui correspond à l’énergie libre de l’eau rapportée au  
volume molaire de l’eau.  Le potentiel hydrique est exprimé en MPa et est défini par rapport à 
une solution d’eau pure dans les mêmes conditions de température et de pression 
atmosphérique, dont le potentiel est par convention égale à zéro. Cela signifie que le potentiel 
hydrique est toujours inférieur ou égale à zéro.  Dans une cellule végétale, la valeur du 
potentiel hydrique est déterminée par deux principales composantes opposées : le potentiel de 
turgescence qui représente la pression mécanique exercée par la paroi végétale sur les 
molécules d’eau et dont l’intensité dépend de l’état de turgescence de la cellule. 
Généralement, cette pression va contrer l’entrée d’eau dans la cellule. La seconde composante 
est le potentiel osmotique qui correspond à la force d’attraction exercée par les solutés 
osmotiquement actifs de la cellule (la vacuole) sur les molécules d’eau. Dans ce système 
d’étude (la cellule végétale),  
                                                 ΔΨ =  Ψp  + Ψο 
Les mouvements d’eau entre deux compartiments sont régis par la différence de leur potentiel 
hydrique et s’effectue toujours dans le sens du gradient décroissant de potentiels hydriques. 
De ce fait, ΔΨ représente la force motrice du flux volumique d’eau (Jv).  Ces deux paramètres 
sont reliés par la formule chimique suivante :  
Jv = Lp.S. ΔΨ 
Lp et S représentent la conductance hydraulique du système étudié. S correspond à la surface 
d’échange entre les deux compartiments et Lp à la conductivité hydraulique (la perméabilité) 
de la même surface.  A partir de ces deux équations ci-dessus, le flux d’eau à travers une 
barrière (membrane ou autre) peut être défini comme suit :  
Jv = Lp.S. (Δp − σΔπ) 
Δp : correspond au gradient de pression hydrostatique de part et d’autre de la barrière 
Δπ: représente le gradient de pression osmotique de part et d’autre de la barrière 
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σ: désigne les caractéristiques de perméabilité de la barrière aux différentes molécules du 
milieu.  Pour une molécule donnée, σ = 1 quand la membrane lui est imperméable alors σ = 0 
quand la molécule traverse facilement la membrane.        
Dans des systèmes plus complexes, le potentiel hydrique dépend d’autres composantes telles 
que le potentiel matriciel et le potentiel gravitationnel. Le potentiel matriciel est une 
composante importante de la graine, où la teneur en eau est faible. Le potentiel gravitationnel 
est négligeable chez les plantes herbacées mais importantes pour les plantes ligneuses dont 
l’hauteur dépasse 10 m. Ces données physiques indiquent que le transport d’eau au sein d’un 
système (cellule, tissu ou plante) est un processus complexe, intégrant plusieurs composantes 
dépendantes du système étudié.  
 4- Le concept continuum sol-plante-atmosphère 
A l’opposée des animaux, les végétaux présentent un système de circulation d’eau 
ouvert, dont la force motrice dépend du gradient du potentiel hydrique entre la chambre sous 
stomatique et l’atmosphère.    
                                                    E = C1wv- C atm 
C1wv : concentration de la vapeur d’eau dans la chambre sous stomatique 
Catm : concentration de la vapeur d’eau atmosphérique (à l’extérieur de la feuille)  
 
Le potentiel hydrique de la feuille varie en général entre 0 et -5 MPa (le milieu sec), alors que 
celui de l’atmosphère est de l’ordre de -50 MPa à une humidité relative de l’air (HR) de 70 % 
et peut atteindre une valeur de -94 MPa à HR de 50%. Au contraire, le gradient de Ψ entre le 
sol et la partie aérienne est faible. Cela signifie que l’émission de la vapeur d’eau dans 
l’atmosphère détermine le flux d’eau au sein de la plante. Ce processus a lieu au niveau des 
stomates et est très finement régulé pour optimiser la diffusion de carbone dans la plante (la 
photosynthèse) tout en réduisant la perte en eau. 
Chez les plantes vasculaires, l’eau absorbée par les racines ne fait que traverser le 
végétal au travers d’un système vasculaire très élaboré pour s’évaporer au niveau des stomates 
de feuilles. Plusieurs auteurs ont essayé d’expliquer le mécanisme de l’ascension de la sève 
dans les arbres, la seule explication qui s’est imposée est la théorie de la tension-cohésion qui 
a été proposée dès 1894 (Dixon et Joly, 1894). Selon cette théorie, il existe une continuité 
hydraulique à travers toute la plante depuis les particules du sol jusqu’aux cellules foliaires, la 
 8
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 
 
force motrice qui est à l’origine du transfert d’eau à travers cette continuité, est générée par la 
courbure des ménisques air-eau qui se forment au niveau des surfaces d’évaporation dans la 
feuille. Cette courbure met l’eau sous des pressions inférieures à la pression atmosphérique. 
Des gradients de tensions s’établissent depuis la surface de ces ménisques jusqu’à l’eau du sol 
qui est par conséquent tirée par le haut (Cruiziat et al, 2001). 
5- Voies de circulation de l’eau 
Pour circuler dans les tissus vasculaires, l’eau doit passer à travers les cellules 
vivantes. Deux voies de circulation sont possibles : une voie apoplasmique qui se fait à travers 
la paroi cellulaire et une voie cellule- à cellule, qui se fait à travers les plasmodesmes (voie 
symplasmique) ou à travers la membrane plasmique (voie transcellulaire) (Chrispeels et 
Maurel, 1994 ; Maurel et Chrispeels,  2001) (Fig. 1). La voie préférentielle de la circulation 
de l’eau varie selon l’espèce, l’organe, l’état physiologique de la plante ainsi que la force 
exercée (hydrostatique ou osmotique) (Chrispeels et Maurel, 1994). Dans les racines de maïs 
et de coton, la voie apoplasmique serait dominante, par contre chez l’orge et l’haricot, l’eau 
circulerait selon la voie cellule-à-cellule (Steudle, 1992).      
Durant les dernières décennies, plusieurs recherches ont étudié les principales voies de 
circulation de l’eau dans les feuilles (Boyer, 1985 ; Davies, 1986). Entrant par le pétiole, l’eau 
emprunte les faisceaux vasculaires de la nervure principale (Esau, 1965 ; Larson, 1984) 
ensuite passe soit vers les nervures secondaires soit vers les trachéides du mésophylle (Altus 
et al, 1985 ; Canny, 1990). En condition de transpiration, la nervure principale et les nervures 
secondaires agissent en série (Sack et al, 2003 ; Yang et Tyree, 1994). Il a été proposé que la 
nature de la voie de circulation d’eau dans la feuille dépende de flux de transpiration. Ainsi, 
en  cas de forte transpiration, l’eau circule à travers la voie apoplasmique car c’est une voie à 
faible résistance hydraulique, par contre en absence de transpiration la grande proportion de 
l’eau suit la voie cellule-à cellule qui possède une plus grande résistance hydraulique et fait 
intervenir les canaux à eau : les aquaporines (Morillon et Chrispeels, 2001). 
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Figure 1 : Les voies de circulation de l’eau dans les cellules : la voie apoplasmique, la voie 
symplasmique et la voie transcellulaire. 
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6- Description du modèle végétal : le noyer (Juglans regia)  
Règne : Plantae 
Famille : Juglandaceae 
Genre : Juglans 
Le noyer commun, ou noyer royal (Juglans regia), est un arbre originaire de le 
l’Europe orientale et de l’Asie tempérée, cultivé pour son bois et ses fruits riches en huile. Le 
tronc des noyers solitaires est souvent court, ne dépassant pas 3m, par contre, il peut atteindre 
10m à l’intérieur d’un peuplement. L’écorce de l’arbre est de couleur gris clair qui noircit et 
se fissure au fil des années. Les feuilles sont caduques, alternes, pétiolées, composées de 5 à 9 
folioles aromatiques. Le noyer est monoïque, les fleurs mâles en chatons sont de forme 
conique, allongés et pendants, ils éclosent entre avril et juin. Les fleurs femelles sont 
généralement disposées par paires à l’extrémité des rameaux et apparaissent environ quatre 
semaines après les fleurs mâles. Le fruit monosperme est une drupe contenant une coquille à 
l'intérieur de laquelle se trouve une amande réticulée (Fig. 2).  
Du point de vue des besoins en lumière, le noyer est considéré comme essence de 
lumière. A une certaine tolérance à l’ombrage dans le jeune âge répond une forte exigence en 
lumière à l’âge adulte. L’éclairement latéral entraine la déformation des  troncs en direction 
de la lumière (phototropisme prononcé). (Becquey, 1997 ; Hecker, 1985 ; Pretzsch, 1995, 
Zeitlinger, 1992). 
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Figure 2 : Chatons mâles (en bas) et fleurs femelles (en haut) d’une pousse de noyer 
(Juglans regia) 
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-II - ARCHITECTURE HYDRAULIQUE DE LA PLANTE 
 
Le concept de l’architecture hydraulique chez les plantes a été énoncé pour la première 
fois par Zimmermann (1978) qui voulait souligner par ce terme l’importance physiologique 
du partage des conductances hydrauliques (K) dans une plante. La conductance hydraulique 
(kh, mol s-1 MPa-1) peut se définir comme étant la différence de pression (ΔP, MPa) entre les 
deux extrémités d’un segment divisé par le flux d’eau (Q, mol s-1) que traverse le segment 
(Martre, 1999) : 
kh = Q / ΔP 
La conductivité hydraulique (Kh) est égale à kh multipliée par la longueur du segment (Δx, m) 
(Martre, 1999) : 
Kh = kh . Δx  = Q . Δx / ΔP 
La conductivité hydraulique peut se mesurer sur des segments de tiges, de racines ou 
de feuilles excisées. La mesure est réalisée en faisant circuler de l’eau dans un segment sous 
une différence de pression hydrostatique connue et en mesurant le flux qui sort et qui entre 
dans le segment (Sperry et al, 1988). 
 Le partage des conductances hydrauliques au niveau de la plante varie non seulement au 
cours du développement de la plante mais aussi au cours d’une même journée (Lo Gullo et al, 
2004). Zimmermann (1983) a aussi émis le principe de la segmentation au niveau de la plante 
selon lequel des barrières hydrauliques peuvent exister entre les différentes parties de la plante 
comme l’insertion foliaire ou les régions nodales (Larson et Isebrands, 1978 ; Salleo et al, 
2001 ; Lo Gullo et al, 1995). 
1- La conductivité  hydraulique racinaire 
La racine est l’organe spécialisé dans l’absorption de l’eau et des sels minéraux à 
partir de la solution du sol (Steudle, 2001) et  joue donc un rôle essentiel dans le maintien de 
la balance hydrique et le continuum sol-plante-atmosphère. Elles contribuent jusqu’à 50% 
dans la résistance hydraulique de toute la plante (Martre et al, 2001). La racine possède une 
grande plasticité de régulation de ces propriétés hydrauliques, qui dépend de l’espèce et les 
facteurs externes (Brouwer, 1954; Weatherley, 1982; Kramer et Boyer, 1995). En réponse à 
ces facteurs environnementaux, la plante réagit en ajustant la conductivité hydraulique 
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racinaire (Javot et Maurel, 2002), voire en modifiant l’anatomie et la croissance de ses racines 
(Steudle et Peterson, 1998; Steudle, 2000a). Par exemple, la croissance racinaire est favorisée 
dans les zones du sol les plus riches en eau (Kobayashi, 2007) ou en éléments minéraux 
(Obara et al, 2010). Pour atteindre les faisceaux du xylème, l’eau peut emprunter trois voies 
de circulation : la voie apoplasmique,  la voie symplasmique ou la voie transcellulaire ; 
(Steudle, 2000a ; 2000b).  Les deux dernières formant la voie cellule-à-cellule sont difficiles à 
dissocier expérimentalement (Steudle, 2000b).  
La contribution des aquaprines dans le contrôle du transport de l’eau via la voie cellule-à-
cellule  a été largement documentée. Les études pharmacologiques conduites sur la racine ont 
montré que la voie dépendante des aquaporines, marquée par sa sensibilité au  chlorure de 
mercure, assure jusqu’à 85% du transport d’eau (Tazawa et al, 1997 ; Carvajal et al, 1999 ; 
Amodeo et al, 1999 ; Barrowclough et al, 2000). Ceci a été noté chez Populus tremuloides  
(Wan et Zwiazek, 1999), Lotus japonicum (Clarkson et al, 2000), Capsicum annuum 
(Martínez-Ballesta et al, 2003), Pisum sativum (Beaudette et al, 2007), Triticum aestivum, 
Lupinus angustifolius et Lupinus luteus (Bramley et al, 2009). L’implication des aquaporines 
du type PIPs dans le contrôle  de la conductance hydraulique racinaire a été bien démontré 
(Javot et Maurel, 2002 ; Tyerman et al, 2002), au moyen de plantes transgéniques. Une sous-
expression des aquaporines PIP1s chez Arabidopsis thanliana (Kaldenhoff et al, 1998)  ainsi 
que chez le tabac (Siefritz et al, 2002) ou de PIP2 (Javot et al, 2003) provoque une baisse de 
la conductance hydraulique racinaire. 
La conductivité hydraulique racinaire est une variable dynamique et sous le contrôle de 
plusieurs facteurs environnementaux. Elle est inhibée par les conditions d’anoxie, qui 
s’accompagnent d’une baisse du pH cytoplasmique provoquant ainsi une inhibition des 
aquaporines chez Arabidopsis thaliana (Tournaire-Roux et al, 2003) ainsi que Beta vulgaris 
(Alleva et al, 2006). Elle diminue également en réponse au stress hydrique (North et Nobel, 
1991 ; 1996). Cette diminution est accompagnée par une réduction des aquaporines (North et 
al, 2004 ; Secchi et al, 2007 ; Vandeleur et al, 2009). Il a été reporté que  la conductance 
hydraulique racinaire suit le cycle journalier et que cette régulation journalière serait corrélée 
avec l’expression des aquaporines chez un nombre d’espèces comme : Lotus japonicus 
(Henzler et al, 1999 ; Clarkson et al, 2000), Quercus fusiformis et Bumelia lanuginosa. 
(McElrone et al, 2007), Pisum sativum  (Beaudette et al, 2007) et Vitis vinifera (Vandeleur et 
al, 2009). D’autres travaux étayent l’idée de la sensibilité de la conductance hydraulique 
racinaire au manque à certains minéraux comme le nitrate, le phosphate et le sulfate, fait 
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intervenir les aquaporines : l’information nutritionnelle serait traduite en une réponse 
hydraulique (Clarkson et al, 2000).   
2- La conductivité  hydraulique xylémienne  
L’eau qui circule dans le xylème est appelée sève brute, c’est une solution d’éléments 
minéraux très diluée dont le transport s’effectue grâce à une structure particulière traversant 
toute la plante : l’appareil vasculaire ou conducteur qui est formé de cellules mortes rigides 
dont le diamètre varie entre 100 et 500 µm. Le passage d’un élément conducteur à un autre 
s’effectue à travers les ponctuations qui sont de l’ordre de quelques centaines de nanomètres 
(Cruiziat et al, 2001). La pression osmotique de la sève brute est généralement inférieure à 0,1 
MPa et parfois négative (Jones, 1992). La sève brute est généralement sous tension, elle 
circule en réponse à la différence de potentiel hydrique entre les tissues de la feuille et 
l’atmosphère (Cruiziat et al, 2001).  
Etant donné que le xylème est constitué de cellules mortes, sa conductance 
hydraulique est contrôlée essentiellement par des processus purement physiques tels que les 
dimensions des vaisseaux, la structure des parois (Sperry et al, 2005). La conductance 
hydraulique xylémienne peut être perturbée par la création de la cavitation (Salleo et al, 
2001). Ce phénomène est accentué part le fait que la sève qui circule dans les vaisseaux du 
xylème soit sous tension. Cet état de tension est physiquement instable et peut conduire au 
passage à la phase gazeuse qui est plus stable. Des bulles d’air et de vapeur d’eau chassent la 
phase liquide et peuvent envahir tout le vaisseau où  il n’y aura aucun flux. Le vaisseau est dit 
alors cavité ou embolisé. (Tyree et Sperry, 1989 ;  Cruiziat et al, 2001). La cavitation se 
produit particulièrement en cas de sécheresse du sol (Vilagrosa et al, 2003, Ennajeh et al, 
2008 ; Cochard et al, 2009). D’autres événements, comme le changement de la viscosité et la 
température de l’eau (Cochard et al, 2000), ou de la composition chimique de la sève 
(Zwieniecki et al, 2001) peuvent également affecter le transport d’eau dans les vaisseaux 
xylémiens. 
Néanmoins, les aquaporines jouent un rôle important dans le transport latéral de l’eau 
entre les cellules de parenchymes et les vaisseaux de xylème. Chez le noyer,  il a été démontré 
que les aquaporines du type PIP2 interviennent pour restaurer la conductivité hydraulique du 
xylème dans les vaisseaux embolisés suite au cycle gel dégel chez le noyer (Juglans regia) 
(Sakr et al, 2003). Chez l’hypocotyle de ricin, une accumulation des membres d’aquaporines 
du type TIP et PIP a été rapporté dans la zone d’élongation (Eisenbarth et Weig, 2005). 
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L’implication des aquaporines a été également démontrée dans la stimulation par 
l’éthylène de la production de latex dans les cellules laticifères chez Hevea brasiliensis. Cette 
stimulation serait liée à des flux d’eau entre les cellules laticifères et les cellules de phloème 
adjacentes via des aquaporines du type PIP2. Cette hypothèse est basée sur des observations 
corrélatives entre la production de latex, l’accumulation préférentielle des transcrits et de 
protéines des aquaporines PIP2 dans les cellules laticifères suite à un traitement par 
l’éthylène. De plus, la validation de leur capacité à transporter l’eau a été validée dans des 
ovocytes de Xénope (Tungngoen et al, 2009).  
3- La conductivité hydraulique foliaire (KF) : composante majeure du 
système hydraulique de la plante 
La feuille est considérée comme « un bouchon » du système hydraulique de toute la 
plante (Nardini et Salleo, 2000 ; Brodribb et al, 2003 ; Sack et al, 2003 ; Sack et Tyree, 2005). 
La conductance hydraulique foliaire  KF (KF , kg s-1 m-2 MPa-1 ) (Tyree et al, 1999 ; 
Nardini, 2001) ou (KF , mmol s-1 m-2 MPa-1) (Sack et Holbrook, 2006), peut se définir comme 
étant le taux du flux d’eau traversant le feuille (depuis le pétiole et les nervures traversant les 
tissus vivants de la feuille jusqu’aux sites d’évaporation)  par unité de surface foliaire divisé 
par la pression exercé par ce flux (Tyree et al, 2005 ; Sack et Holbrook, 2006). 
La résistance hydraulique foliaire RF = 1/KF (Cochard et al, 2007 ; Sack et Holbrook, 2006) 
représente 60-80% de la résistance hydraulique de la partie aérienne de la plante  qui 
représente 50% de celle de toute la plante (Yang et Tyree, 1994 ; Nardini et Tyree, 1999 ; 
Nardini et Salleo, 2000 ; Tsuda et Tyree, 2000). 
 La KF varie linéairement avec la conductance hydraulique de toute la plante KP avec Kp ≈ 4 x 
KF ; la résistance hydraulique foliaire représente alors le ¼ de la résistance de toute la plante 
(Sack et al, 2003). Dans certains cas, tels la prévention de la cavitation (Nardini et Salleo, 
2000) ou l’adaptation saisonnière (Brodribb et al, 2002), la feuille peut contribuer jusqu’à 80 
à 98% à la résistance hydraulique de toute la plante. 
 Comme les résistances sont additives en série, la résistance hydraulique foliaire RF est une 
composante majeure de la résistance hydraulique de toute la plante (Sack et Holbrook, 2006). 
12% de la résistance hydraulique foliaire est localisée dans le pétiole, 25% dans les nervures 
principales, 25% dans les nervures secondaires et 39% dans les voies extra-xylèmiennes (à 
travers ou autour des cellules du mésophylle ou bien à travers les tissus vivants des faisceaux 
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vasculaires du xylème), de ce fait la résistance hydraulique foliaire est partagée entre ces 
différentes composantes (Sack et al, 2005).  
3.1- Méthodes de mesure de la KF  
HPM (High pressure method), EFM (Evaporative flux method) et VPM (Vacuum 
pump method) sont des méthodes de mesure de la conductance hydraulique foliaire qui se 
réalisent respectivement en perfusant, évaporant ou aspirant l’eau en dehors de la feuille 
(Tyree et al, 2005). 
La HPM (High pressure method) : C’est la technique la plus utilisée (Tyree et al, 2005). La 
conductance hydraulique foliaire est mesurée en perfusant des feuilles immergées avec de 
l’eau sous haute pression. Ceci sature les espaces intercellulaires des feuilles en eau y compris 
les chambres stomatiques (Cochard et al, 2007 ; Tyree et al, 2005). 
La VPM (Vacuum pump method) : Cette mesure est réalisée en aspirant l’eau de la feuille à 
l’aide d’une pompe, le flux d’eau dans le pétiole est mesuré par une balance, la feuille étant 
maintenue à l’intérieur d’un flacon avec un papier humide (Tyree et al, 2005). 
La EFM (Evaporative flux method) : Cette mesure est la plus rapide des trois, elle est 
réalisée en plaçant la feuille dans un environnement favorable à la transpiration, une source de 
lumière est suspendu au dessus de la feuille, le flux d’eau est mesuré grâce à une balance 
(Tyree et al, 2005). 
La HPM (High pressure method) est sensible à la lumière, les valeurs de KF sont plus 
faibles sous luminosité ambiante que lorsque les feuilles sont exposées à une forte luminosité, 
cette baisse de la KF  peut être expliquée par la fermeture des stomates. Par contre la VPM 
(Vacuum pump method) est insensible à la lumière (Tyree et al, 2005). 
3.2- Dynamique de la KF 
A l’échelle temporelle, la conductance hydraulique foliaire est fortement dynamique. 
Elle varie selon les conditions environnementales et le stade de développement (Sack et 
Holbrook, 2006). La KF maximale varie également selon les espèces entre 0.76 mmol m-2 s-1 
MPa-1 pour Adiantum lunulatum et 49 mmol m-2 s-1 MPa-1 pour Macaranga triloba. Cette 
variation interspécifique serait due aux différences anatomiques du pétiole et des nervures 
aussi bien que les voies de circulation dans la feuille (Sack et Holbrook, 2006). Les 
caractéristiques structurales comme la densité, la taille, la géométrie des faisceaux vasculaires 
et leur arrangement dans les nervures sont très variables selon les espèces (Roth-Nebelsik et 
al, 2001) et semble jouer un rôle majeur dans la distribution de l’eau dans la feuille. Par 
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exemple, dans les feuilles de Populus balsamifera, Jeje (1985) a observé en utilisant des 
colorants fluorescents que la vitesse du flux d’eau varie selon l’insertion du pétiole. En 
général une plus grande vitesse du flux d’eau a été observée dans la partie basale de la nervure 
principale, cette vitesse diminue en s’éloignant de la base et en diminuant le nombre de 
nervures (Roth-Nebelsik et al, 2001)  
Plusieurs auteurs ont essayé d’étudier  les relations entre la KF et l’architecture des nervures 
des feuilles (Aasamaa et al, 2005 ; Aasamaa et al, 2001 ; Nardini et al, 2005a ; Sack et Frole, 
2006). Par exemple, une forte densité des nervures secondaires correspond à une conductivité 
hydraulique foliaire élevée (Cochard et al, 2004), par contre l’arrangement et la densité 
nervures principales ne changent pas la KF (Sack et Frole, 2006).  
Des variations temporelles ou spatiales de la résistance hydraulique foliaire affectent 
énormément les relations hydriques de toute la plante ainsi que sa croissance. Par exemple, au 
cours d’une même journée, les feuilles sont exposées à des différentes luminosités selon leur 
orientation et leur phyllotaxie : les feuilles exposées au soleil présentent une KF supérieure à 
celle des feuilles à l’ombre (Sack et al, 2003). Aussi, chez certaines espèces de tournesol qui 
sont caractérisés par une dominance apicale, l’unique inflorescence est privilégiée en terme 
d’apport en eau et nutriment par rapport à la tige, la baisse progressive de la KF provoque la 
fermeture progressive des stomates. La baisse de l’apport nutritionnel et  la déshydratation des 
feuilles depuis la base, induisent la sénescence de ces dernières (Lo Gullo et al, 2004). 
3.2.1- Dynamique  de la KF au cours du développement des feuilles  
La KF est dynamique aussi au cours de la vie des feuilles, elle augmente dans les 
feuilles en croissance (Aasamaa et al, 2005 ; Brodribb et Holbrook, 2005 ; Martre et al, 
2000). Quelques semaines ou mois après avoir atteint son maximum, la KF commence à 
diminuer jusqu’à 80-90% à l’abscission (Aasamaa et al, 2005 ; Brodribb et Holbrook, 2003 ;  
2004a, Lo Gullo et al, 2005, Sack et Frole, 2006 ; Salleo et al, 2002). L’un des facteurs 
contribuant à cette baisse de KF est l’embolie du xylème (Salleo et al, 2002 ; Tyree et 
Zimmermann, 2002). Une baisse de la KF  peut être liée également au vieillissement, lié à une 
chute de la concentration d’azote dans les feuilles, une diminution du potentiel osmotique 
foliaire et une réduction des échanges gazeux au niveau de la feuille (Kitajima et al, 2002 ; 
Reich, 1984). Certains auteurs suggèrent qu’une baisse saisonnière de la KF signale 
l’installation de la sénescence foliaire (Brodribb et Holbrook, 2003 ; Salleo et al, 2002). Chez 
le tournesol, la KF sera sous l’effet combiné de la lumière et l’âge des feuilles (Lo Gullo et al, 
2004).  
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3.2.2- Dynamique journalière de la KF  
La KF varie aussi à l’échelle de la journée (Goldstein et al, 1998), elle répond à la 
lumière incidente à l’échelle des minutes et des heures (Lo Gullo et al, 2005 ; Sack et al, 
2002 ; Tyree et al, 2005). De plus KF augmente à la température, par contre elle diminue 
quand les feuilles sont déshydratées sous de fortes températures  (Sack et Holbrook, 2006). 
Des modèles contrastés de variation journalière de la KF ont été observés : chez certaines 
espèces parmi lesquels le tournesol, la KF augmente d’un facteur 2 à 3 fois durant la matinée,  
conjointement avec la luminosité et la température alors qu’elle diminue durant l’après midi 
(Lo Gullo et al, 2005 ; Tsuda et Tyree, 2000). Chez d’autres espèces, une diminution de 30 à 
50% de la KF à midi a été observée (Brodribb et Holbrook, 2004a ; Nardini et al, 2003) 
probablement en réponse à une déshydratation des feuilles (Sack et Holbrook, 2006). D’autres 
espèces comme Acer rubrum, Liriodendron tulipifera et Vitis labrusca ne présentent pas de 
variation journalière de la KF (Zwieniecki et al, 2000). 
3.2.3- Dynamique selon les habitats écologiques  
La  KF varie aussi selon les différents habitats écologiques des espèces (Sack et al, 
2005). Pour certaines espèces, les plantes développées sous faible luminosité ont une KF plus 
faible que celles développées sous forte luminosité (Engelbrecht et al, 2000). De même, les 
espèces développées dans des sites ouverts présentent une  KF qui est plus élevée que celles 
des espèces développées dans des sites ombragés (Brodribb et Holbrook, 2004b). Pour ces 
différentes composantes, seule la résistance du pétiole ne varie pas significativement entre les 
deux types d’éclairement (ombre et plein soleil), les résistances des nervures principales, 
secondaires, du xylème et des voies extra-xylémiennes varient linéairement avec Rf (Sack et 
al, 2005). 
Au sein du même arbre, la KF  varie aussi selon l’orientation et la phyllotaxie : Chez 
certaines espèces, les feuilles ensoleillées présentent une conductance hydraulique plus élevée 
que celle des feuilles développées à l’ombre (Sack et al, 2003 ; Lo Gullo et al, 2004 ; Schultz 
et Matthews, 1993). Puisque les feuilles ensoleillées sont plus petites et plus épaisses que 
celles développées à l’ombre, KF serait plutôt dépendante de son épaisseur (Sack et al, 2003). 
 La valeur de KF exhibe une plasticité au cours du développement, elle est plus faible 
chez les plantes développées plusieurs mois sous faible luminosité (Engelbrecht et al, 2000), 
ou en déficit hydrique ou déficit nutritionnel (Aasamaa et al, 2005 ; Aasamaa et Sober, 2001 ; 
Aasamaa et al, 2001 ; Engelbrecht et al, 2000). Cette plasticité de la KF se produit en parallèle 
à des phénomènes adaptatifs : les espèces adaptées à la lumière tendent à augmenter leur KF 
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par rapport à celle des espèces adaptées à l’ombre (Sack et al, 2005 ; Nardini et al, 2005a). 
Ainsi la KF joue un rôle important dans la détermination des préférences écologiques des 
espèces. 
3.3- Bases moléculaires de la régulation de la KF à la lumière 
L’intensité de la  conductance hydraulique foliaire comme celle de la racine varie non 
seulement en fonction de l’espèce (Tyree et al, 1998 ; Cosmstock, 2000 ; Brodribb et al, 
2002) mais répond également  à divers stimuli externes comme le stress hydrique (Nardini et 
al, 2003 ; Nardini et Salleo, 2005), la température (Cochard et al, 2007 ; Fredeen et Sage, 
1999 ; Sack et al, 2004 ; Cochard et al, 2000) ainsi que les rythmes circadiens (Brodribb et 
Holbrook, 2004a ; Lo Gullo et al, 2005). 
 Bien que la résistance hydraulique foliaire soit contrôlée par le mouvement des 
stomates (Sack et al, 2004), un ensemble d’arguments corrélatifs soutiennent l’idée selon 
laquelle les aquaporines pourraient intervenir dans le contrôle de la KF : i) la localisation des 
aquaporines dans les cellules du mésophylle, de l’épiderme et des faisceaux conducteurs 
(Robinson et al, 1996, Hachez et al,2008, Sakurai et al, 2008), ii) la corrélation entre 
l’accumulation des transcrits de deux aquaporines PIP2 et la stimulation de la KF par la 
lumière dans les feuilles de noyer (Cochard et al. 2007); (iii) l’inhibition par HgCl2 (inhibiteur 
des aquaporines) de la KF (Aasamaa and Sõber 2005, Nardini et al, 2005b, Lovisolo et 
Schubert, 2006, Sellin et al, 2008, Voicu et al, 2008).  
 Concernant la réponse à la lumière, plusieurs études ont suggéré que l’effet de la 
lumière sur la KF fait intervenir les aquaporines (Henzler et al, 1999 ; Tyree et al, 2005, 
Moshelion et al, 2002 ; Lopez et al, 2003, Voicu et al, 2008). Ces canaux paraissent suivre le 
rythme circadien. En effet chez le tournesol,  la KF augmente de 60% entre la nuit et le jour 
(Nardini et al, 2005b), par contre elle diminue de 20 à 75% quand les plantes sont maintenus à 
l’obscurité (Aasamaa et sober, 2001 ; Sober, 1997). Cette réponse au rythme circadien est 
inhibée par un traitement au chlorure de mercure HgCl2 et rétablie par un traitement au β 
mercapto-éthanol, excluant un effet toxique de HgCl2 (Nardini et al, 2005b). Parmi les 
aquaporines régulées par le rythme circadien on cite : γ-TIP (aquaporine du tonoplaste) chez 
Arabidopsis Thaliana (Hamer et al, 2000) et  SsAPQ2 chez Samanea saman  qui contrôle les 
changements rythmiques du volume cellulaire (Moshelion et al, 2002). 
 Chez le noyer (Jugalns regia), il a été démontré que l’utilisation de fortes concentrations 
d’acide abscissique (un inhibiteur des stomates) n’affecte pas la stimulation de la KF à la 
lumière excluant le rôle des stomates dans ce processus (Tyree et al, 2005). Plus récemment, 
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on a pu relier la stimulation de la KF à la lumière à l’accroissement du taux d’aquaporine chez 
le noyer (Cochard et al, 2007). Cette étude a porté sur 2 isoformes d’aquaporines JrPIP2.1 et 
JrPIP2.2 qui sont préalablement isolés du parenchyme xylémien du rameau d’un an de noyer 
(Sakr et al, 2003). A l’obscurité,  la valeur de KF est faible et constante par contre elle 
augmente fortement à la lumière, parallèlement à la stimulation des transcrits de 2 
aquaporines JrPIP2. 
Selon la même étude, la stimulation de la transcription des 2 JrPIP2 est inhibée par un 
traitement à la cycloheximide (CHX : un inhibiteur de la traduction) dans les feuilles ce qui 
prouve que cette stimulation par la lumière se fait par une biosynthèse de novo des 
aquaporines (Cochard et al, 2007). Le même effet inhibiteur de la cycloheximide a été 
rapporté chez les cellules de Samanea saman (Moshelion et al, 2002) et dans les racines de 
Populus tremula (Voicu et Zwiazek, 2004). Le rôle exact de la cyclohéximide n’est pas bien 
établi et plusieurs hypothèses restent ouvertes. La cycloheximide agirait au niveau 
transcriptionnel en provoquant une instabilité des transcrits d’aquaporines mais aussi au 
niveau protéique en inhibant la traduction des aquaporines, en altérant l’assemblage des 
composants essentiels des aquaporines et/ou de leur activité (Bogre et al, 1997 ; Mitsui et al, 
1999 ; Seiberer et al, 2000). 
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-III- LES AQUAPORINES 
 
1-Historique et phylogénie   
Le passage de l’eau à travers les membranes biologiques a été longtemps considéré 
comme étant le résultat d’une simple diffusion des molécules d’eau à travers la bicouche 
lipidique. Plus tard, une évidence s’est imposée, selon laquelle le mouvement d’eau à travers 
les cellules vivantes se fasse par un flux à travers des pores dans la membrane (Sidel et 
Solomon, 1957). Plusieurs études menées sur les animaux et les végétaux ont supporté cette 
idée (Preston et al, 1992 ; Fushimi et al, 1993 ; Maurel et al, 1993). Ces pores ont été appelés 
les « aquaporines » (Agre et al, 1993). 
Les aquaporines sont des canaux protéiques qui facilitent la diffusion de l’eau à travers 
les membranes cellulaires. Elles appartiennent à une large famille de canaux protéiques 
membranaires appelée MIP (Major Intrinsic Protein) (Reizer et al, 1993 ; Chrispeels et 
Maurel, 1994 ; Agre et al, 1998). Les aquaporines ont été identifiées chez presque tous les 
organismes vivants (Maurel et Chrispeels, 2001). Dans les cellules animales, les aquaporines 
ont été découvertes dans les membranes plasmiques de cellules spécifiques où le passage de 
l’eau joue un rôle important comme celles des tubules du rein (Fushimi et al, 1993) et des 
globules rouges (Preston et al, 1992). Chez les végétaux, les aquaporines ont été identifiées 
dans le tonoplaste (Höfte et al, 1992), dans la membrane plasmique (Kammerloher et 
Schäffner, 1993), mais également dans les nodules fixateurs d’azote (Johansson et al, 2000 ; 
Schäffner, 1998) et le réticulum endoplasmique (Johanson et Gustavsson, 2002 ; Ishikawa et 
al, 2005). 
Jusqu’à présent, 35 gènes d’aquaporines ont été identifiés chez l’arabette des dames 
(Arabidopsis thaliana) (Johanson et al, 2001 ; Quigley et al, 2002), 36 chez le mais (Zea 
mais) (Chaumont et al, 2001) et 28 chez la vigne (Vitis vinifera) (Fouquet et al, 2008). 
En se basant sur leur homologie de séquence, les aquaporines peuvent être classées en 
4 sous-familles (Maurel, 2007 ; Maurel et al, 2008): 
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Sous-familles 
 
Localisation 
Homologues 
chez 
Arabidopsis 
 
Littérature 
TIPs tonoplast intrinsic 
proteins 
tonoplaste. 
 
10 Höfte et al, 1992 
PIPs plasma membrane 
intrinsic proteins 
membrane plasmique 13 
Kammerloher et 
Schäffner, 1993 
NIPs 
Nodulin 26-like 
intrinsic membrane 
proteins 
membrane péribactérienne 
des nodules fixateurs d’N2 
mais aussi chez des espèces 
non légumineuses 
9 
Johansson et al, 
2000 ; Schäffner, 
1998 ; Wallace et 
al, 2006 
SIPs Small basic intrinsic 
proteins 
réticulum endoplasmique 3 
Johanson et 
Gustavsson, 2002 ; 
Ishikawa  et al, 
2005 
2- Structure moléculaire et mécanisme de transport  
Les aquaporines sont des protéines hydrophobes de poids moléculaire compris entre 
23 et 31 kDa (Maurel et al, 2008). La caractérisation de leur structure moléculaire a permis de 
montrer qu’elles sont organisées en tétramère. Chaque monomère délimite un canal central 
individuel. (Daniels et al, 1999 ; Fotiadis et al, 2001 ; Kukulski et al, 2005 ; Tornroth-
Horsefield et al, 2006). La chaîne polypeptidique de chaque monomère traverse la membrane 
six fois et présente les extrémités aminique (NH2) et carboxylique (COOH) du côté de 
cytoplasme (Chrispeels et Maurel, 1994). On a ainsi une structure typique avec six domaines 
transmembranaires en hélice α formant 5 boucles (boucle A à boucle E) exposées à la face 
interne de la membrane (boucle B et D) ou à la face externe de la membrane (boucle A, C et 
E) (Maurel, 2007 ; Maurel et al, 2008). 
Les aquaporines présentent une structure typique en sablier avec une symétrie centrale. Selon 
ce modèle, les boucles B et E, qui présentent un motif hautement conservé Asn-Pro-Ala 
(NPA), se replient dans la membrane formant ainsi un 7ème domaine transmembranaire 
constituant l’étranglement du sablier dans lequel les motifs NPA interagissent pour former 
avec les autres domaines transmembranaires le pore de l’aquaporine (Maurel, 2007) (Figs. 3 
et 4).  
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Figure 3 : Topologie d’une aquaporine à travers la membrane. Les 6 domaines 
transmembranaires (I-VI) sont reliés par 5 boucles (A-E), les boucles B et E contiennent des 
motifs conserves NPA (Kruse et al, 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 : Structure tridimensionnelle d’un monomère d’aquaporine de tabac (NtAQP1) montrant 
les 6 domaines transmembranaires (I-VI), les deux domaines formant le pore (flèches) et les 
motifs NPA (en vert). La figure a été obtenue grâce au programme MODELLER7v7 et Swiss-Pdb 
Viewer. (Kruse et al, 2006). 
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Le transport des molécules d’eau se fait en file unique à travers le centre du pore, toute 
molécule plus grosse est exclue. La sélectivité du pore vis-à-vis de l’eau se fait au niveau de 
deux zones de constriction du pore : les résidus aromatiques/ Arg (R/Ar) et le motif NPA (Fig. 
4). Au niveau d’une de ces constrictions, la file des molécules d’eau traversant le pore est 
rompue empêchant ainsi le passage des protons (Maurel et al, 2008). 
3- Mécanismes de régulation 
La régulation des aquaporines est complexe et peut s’exercer à des niveaux multiples 
selon le type d’organe, le tissu (Sakurai et al, 2005),  le stade de développement ainsi que les 
stimuli externes  que peut subir la plante (Luu et Maurel, 2005 ; Hachez et al, 2006).  
Contrairement à d’autres protéines membranaires, les aquaporines font l’objet de 
plusieurs types de régulation post-traductionnelles. Les mécanismes les plus étudiés sont :    
3.1-Phosphorylation 
C’est le premier mécanisme connu pour réguler directement l’activité des aquaporines 
(Weaver et Roberts, 1991, 1992; Johnson et Chrispeels, 1992; Miao et al, 1992). Plusieurs 
études ont démontré la phosphorylation in vivo et in vitro des résidus sérine au niveau des 
terminaisons aminique (N-terminal) et carboxylique (C-terminal) de plusieurs aquaporines : 
Pv TIP3;1 (Ser 7), Gm NOD 26 (Ser 262), So PIP2 ;1 (Ser 274 et Ser 277) (Maurel et al, 
1995 ; Guenther et al, 2003 ; Johansson et al, 1998). Une séquence consensus  de 
phosphorylation a été identifiée dans la boucle B de plusieurs PIPs (Tornroth-Horsefield et al, 
2006 ; Johansson et al, 1998). Cette séquence (Arg/Xaa-Lys-Xaa-Ser-Xaa-Xaa-Arg) est 
reconnue par plusieurs protéines kinases y compris les protéines kinases ca2+-dépendante 
(CDPK) (Chaumont et al, 2005). Récemment, la résolution de la structure tridimentionelle de 
l’état phosphorylé et déphosphorylé a permis de mieux comprendre le mécanisme de 
phosphorylation de SoPIP2;1 de l’épinard. (Törnroth-Horsefield et al, 2006). Dans la 
structure déphosphorylée (pore fermé), la boucle D obstrue le pore depuis le cytoplasme, alors 
que dans la structure phosphorylée (pore ouvert), la boucle D est déplacée de façon à 
permettre l’entrée de l’eau. Par ailleurs, plusieurs études ont établit la caractérisation de 
protéines kinases et phosphatases impliquées dans la phosphorylation de différentes PIP 
(Azad et al, 2004 ; Sjövall-Larsen et al, 2006).  
De plus, la phosphorylation des aquaporines est dépendante du stade de 
développement et des stimuli externes. Ce processus a été rapporté lors de l’imbibition de la 
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graine d’haricot (Johnson et Chrispeels, 1992), du développement symbiotique et du stress 
osmotique des graines de soja (Glycine max L.) (Guenther et al, 2003), de la floraison chez la 
tulipe (Tulipa gesneriana L.) (Azad et al, 2004 ; Katsuhara et al, 2008), le stress oxydatif 
chez le mais (Aroca et al, 2005). Ceci prouve l’importance de la phosphorylation des 
aquaporines dans le développement et l’adaptation au stress.     
3.2- Hétéromérisation  
Les aquaporines sont organisées en tétramères, aussi bien in vitro que in vivo 
(Chaumont et al, 2005). Des études ont montré que certaines aquaporines forment des 
homotétramères stables (Fu et al, 2000; Murata et al, 2000; Fotiadis et al, 2001). Néanmoins, 
d’autres isoformes d’aquaporines peuvent former des hétérotétramères, comme c’est le cas de 
deux isoformes TIP de la graine de lentille (Lens culinaris) (Harvengt et al, 2000). De même 
chez  Mimosa pudica où une interaction directe entre isoformes PIP1 et PIP2 a été observée 
(Temmei et al, 2005). Des observations similaires ont été faites chez le mais où une 
interaction entre PIP1 et PIP2 a été étudiée in vivo (Zelazny et al, 2007). La co-expression de 
ZmPIP1;2 et les différentes ZmPIP2 dans les ovocytes de Xénope montre une activité 
importante comparée à celle de PIP1 ou PIP2 seules (Fetter et al, 2004). Il a été suggéré que 
la boucle E jouerait un rôle important  dans la formation des hétérotétramères chez les 
aquaporines PIP (Chaumont et al, 2005 ; Fetter et al, 2004). Cette hétéromérisation serait à 
l’origine d’un accroissement de flux d’eau à travers la membrane, sans pour autant que la 
quantité d’aquaporines soit augmentée. 
3.3-Glycosylation  
La glycosylation est importante pour l’adressage des protéines depuis le réticulum 
endoplasmique vers l’appareil de Golgi. Elle a été observée chez  AQP1 et AQP2 
(aquaporines 1 et 2 du canal collecteur chez mammifères) (Smith et al, 1994 ; Hendricks et al, 
2004). La glycosylation d’AQP2 serait responsable de la tétramérisation d’AQP2 ainsi que sa 
sortie de l’appareil de Golgi et sa distribution membranaire (Hendricks et al, 2004). Chez les 
végétaux, ce type de régulation a été observée chez GmNOD 26 (Glycine max.) et chez 
certaines TIP de Mesembryanthemum crystallinum (Miao et al, 1992 ; Vera-Estrella et al, 
2004).  
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3.4- Méthylation  
La méthylation peut réguler différents processus comme les interactions protéines-
protéines et protéines–acides nucléiques, remodelage de la chromatine et signalisation 
cellulaire (Aletta et al, 1998 ; McBride et Silver, 2001). Les aquaporines sont les premières 
protéines végétales connues pour être régulées par méthylation. Ce  mécanisme de régulation 
a été observé chez Arabidopsis thaliana  (Santoni et al, 2006). Selon cette étude, l’isoforme 
AtPIP2;1 montre une mono ou di-méthylation des résidus Glu6  et Lys3 respectivement. La 
méthylation du résidu lysine a été observée dans la régulation de plusieurs protéines comme 
l’ATP synthase mitochondriale bovine (Chen R et al, 2004), le cytochrome C (Kluck et al, 
2000) et un canal Na+ de l’épithélium des cellules du canal collecteur de la souris (Edinger et 
al, 2006). Toutefois, ce type de régulation est très peu documenté et son rôle reste ambigu 
chez les eucaryotes (Chen R et al, 2004).  
3.5- pH et cations bivalents  
L’effet inhibiteur d’un pH cytosolique acide sur l’activité des aquaporines a été 
observé dans les racines d’Arabidopsis en réponse à une anoxie causée par une inondation du 
sol ou par irrigation (Tournaire-Roux et al, 2003). Ce type de stress induit une acidification du 
cytosol qui a pour conséquence une inhibition de l’activité des aquaporines. Dans un milieu 
acide, le résidu His197 localisé au niveau de la boucle cytosolique D fixe un proton et entraîne  
la fermeture de l’aquaporine AtPIP2;2. La substitution de His197 par un résidu alanine réduit 
l’effet de l’acidification (Tournaire-Roux et al, 2003).  
De même, les cations bivalents ont un effet inhibiteur sur l’activité des aquaporines 
(Alleva et al, 2006 ; Gerbeau et al, 2002). Le mécanisme moléculaire a été élucidé grâce à la 
résolution de la structure atomique de SoPIP2;1 dans l’état ouvert et fermé du pore (Tornroth-
Horsefield et al, 2006). La fixation d’un cation bivalent fait interagir le résidu Asp28 avec le 
résidu Glu31 ce qui stabilise la boucle D à la conformation fermée du pore. La 
phosphorylation du résidu Ser115 de la boucle B perturbe ces interactions et ramène la boucle 
D à la conformation ouverte du pore (Maurel et al, 2008). D’autre part, la phosphorylation des 
aquaporines est préférentiellement assurée par des protéines kinases ca2+-dépendante (CDPK) 
(Johansson et al, 1996 ; Johnson et al, 1992 ; Sjövall-Larsen et al, 2006).  
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4- Fonctions physiologiques  
En plus du transport de l’eau qui est leur fonction principale, les aquaporines peuvent 
également assurer le passage de petits solutés neutres tels que : le glycérol (Agre et al, 1998 ; 
Biela et al, 1999), l’urée (Gerbeau et al, 1999), le formamide, l’acétamide (Rivers et al, 
1997), le bore (Takano et al, 2006), le silicium (Ma et al, 2006) et l’acide lactique (Choi et 
Roberts, 2007). Chez les  plantes, elles peuvent aussi assurer le transport de substances 
gazeuses telles que le CO2 (Uehlein et al, 2003) ou l’ammoniaque  (Holm et al, 2005). 
Chez les plantes,  les aquaporines sont localisées dans la majorité des organes de la 
plante et interviennent dans plusieurs processus physiologiques. Plus généralement, les 
aquaporines jouent un rôle très important dans les mécanismes de croissance et de 
développement. A titre d’exemple, il a été démontré chez Arabidopsis thaliana que 
l’aquaporine γ-TIP est hautement exprimée durant l’élongation cellulaire (Ludevid et al, 
1992).  Plus intéressant, les aquaporines interviennent dans la réponse au divers stress 
biotiques ou abiotiques que peut subir la plante (Maurel et Chrispeels, 2001). Dans ce 
contexte physiologique,  l’expression des ARNm des PIP peut être affectée (Yamaguchi-
Shinozaki et al, 1992 ; Ruiter et al, 1997 ; Mariaux et al, 1998) aussi bien que l’abondance 
des protéines PIP (Kirch et al, 2000).  
Les plantes sont donc capables de moduler l’expression de leurs gènes d’aquaporines 
en réponse à divers stimuli externes tels que la salinité (Yamada et al, 1995 ; Martínez-
Ballesta et al, 2003 ; Boursiac et al, 2005), la sécheresse (Kawasaki et al, 2001 ; Smart et al, 
2001 ), le rythme circadian (Henzler et al, 1999, Moshelion et al, 2002), la lumière (Siefritz et 
al, 2004), le stress nutritionnel (Clarkson et al, 2000) et le froid (Wei et al, 2006). 
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-IV- LE SIGNAL LUMINEUX 
 
La lumière constitue la base du processus le plus important pour la nature qui est la 
photosynthèse. Les feuilles des plantes utilisent l’énergie lumineuse pour transformer le gaz 
carbonique CO2 atmosphérique en énergie chimique (glucose) et en oxygène O2. Par sa 
qualité, son intensité ou sa direction, la lumière contrôle également plusieurs aspects de la 
morphogenèse végétale.  
La lumière naturelle, fournie par le soleil, peut être décomposée en plusieurs longueurs 
d’ondes correspondant à des couleurs, soit dans l’ordre: ultraviolet, violet, bleu, cyan, vert 
jaune, orangé, rouge et infra-rouge. Les plantes n’utilisent pas tout le spectre du rayonnement 
solaire, les pigments photosynthétiques localisés dans les chloroplastes (chlorophylles a et b) 
absorbent certaines longueurs d’ondes plus efficacement que d’autres soient : la lumière bleue 
(400 à 500nm), la lumière rouge (655 à 665nm) et le rouge lointain (725 à 735nm). 
(Fankhauser et Lorrain, 2006). 
1-Perception du signal lumineux  
Dans leur milieu naturel, les plantes sont constamment soumises à des variations 
d’éclairement (intensité, direction, durée, qualité). Afin de détecter ces différentes variations 
et d’y répondre de façon appropriée, les plantes ont développé des mécanismes de perception 
qui peuvent détecter la présence, l’absence, la qualité, l’intensité, la direction et la durée du 
signal lumineux (Chen M et al, 2004 ; Schäfer et Nagy, 2006, Whitelam et Halliday, 2007). 
La perception du signal lumineux est assurée principalement par 3 familles de 
photorécepteurs suivant la longueur d’onde perçue:  
? les phytochromes qui détectent le rouge et le rouge lointain sont les 
premiers à être identifiées (Smith, 2000 ; Quail, 2002 ; Wang et Deng, 
2004),  
? les phototropines et les cryptochromes captent le bleu et les UV-A 
(Briggs et al, 2001 ; Lin et Shalitin, 2003).  
Ces photorécepteurs sont des protéines qui absorbent la lumière grâce à un 
groupement chimique appelé chromophore. Selon la longueur d’onde absorbée, la capture 
d’un  photon provoque un changement conformationnel du photorécepteur approprié qui fait 
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activer sa partie protéique. Ceci  déclenche une cascade de signalisation (Fankhauser et 
Lorrain, 2006). 
1.1- Les phytochromes  
Les phytochromes ont été identifiés chez Arabidopsis thaliana (Sharrock et Quail, 
1989), le mais (Christensen et Quail, 1989), la tomate (Hauser et al, 1995) et le riz (Mathews 
et Sharrock, 1996)  
1.1.1- Structure 
Les phytochromes sont des chromoprotéines solubles dimériques, chaque monomère 
de 125kDa est lié de façon covalente à un chromophore (Fig. 5). Chez Arabidopsis thaliana, 
les phytochromes sont codés par une famille de 5 gènes : PHYA à PHYE (Sharoock et Quail, 
1989). Des études réalisées sur des mutants de l’un ou plusieurs de ces phytochromes ont 
montré qu’ils interviennent dans diverses réponses telles que la germination, le dé-étiolement, 
l’évitement de l’ombre et la floraison (Quail, 1998, Schäfer et Nagy, 2006, Whitelam et 
Halliday, 2007). 
1.1.2-Mécanisme d’action  
Les phytochromes sont synthétisés dans le cytosol sous leur forme inactive Pr, 
l’absorption de la lumière rouge les activent et les convertissent sous leur forme active Pfr qui 
absorbe le rouge lointain (Nagatani, 2004 ; Rockwell et al, 2006). La transformation 
réversible entre les deux formes agit comme un interrupteur pour réguler les réponses induites 
par les phytochromes (Kendrick et Kronenberg, 1994). Cette forme active Pfr migre du 
cytoplasme vers le noyau où, avec d’autres protéines, commande l’expression ou 
l’inactivation de certains gènes. Parmi ces protéines des facteurs de transcriptions nommés 
PIF (Phytochrome Interacting factors) qui s’associent directement avec le phytochrome et 
participent à l’évitement de l’ombre (Fig. 6A) (Fankhauser et Lorrain, 2006). 
1.2-Les cryptochromes  
Les cryptochromes ont été identifiés en premier chez Arabidopsis thaliana et Sinapsis 
alba (Ahmad et Cashmore, 1993 ; Batschauer, 1993), puis chez de nombreuses autres espèces 
végétales, des bactéries, des champignons, des animaux ainsi que chez l’homme. 
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Figure 5 : Structure des cryptochromes, des phytochromes et des phototropines (Jiao et al, 2007). 
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1.2.1- Structure  
Les cryptochromes sont des protéines d’environ 75kDa composées de deux domaines 
(Sancar, 2003) :  
 (1) la région N terminale (domaine PHR) permettant la liaison de deux 
chromophores une FAD (flavine adénine dinucléotide) et une ptérine (5,10-
methenyltetrahydrofolate ou MTHF) 
(2) la région C terminale dont la taille peut varier (Fig. 5) 
La plupart des plantes possèdent plus d’un cryptochrome, chez Arabidopsis thaliana 
on connaît AtCRY1 et AtCRY2 de taille 75kDa et AtCRY3 de taille 60.7kDa (Ahmad et 
Cashmore, 1993 ; Hoffman et al, 1996 ; Lin et al, 1996, Kleine et al, 2003 ; Brudler et al, 
2003). Aussi chez la tomate et le riz, on connaît trois cryptochromes (Perrotta et al, 2000 ; 
Matsumoto et al, 2003). 
1.2.2- Mécanisme d’action 
A l’obscurité les protéines CRY1 et CRY2 sont localisées dans le noyau. La lumière 
bleue entraine leur phosphorylation (Shalitin et al, 2002 ; 2003). Bien que le mécanisme 
d’action des cryptochromes n’a pas été totalement élucidé, il semble que le déclenchement de 
la voie de signalisation serait dû à un changement de conformation de la protéine : l’extrémité 
C-terminale du cryptochrome pourrait alors interagir avec d’autres protéines telles que COP1, 
un représseur de la photomorphogenèse (Lin et Shalitin, 2003). COP1 agit comme une 
ubiquitine ligase et participe à la dégradation de plusieurs facteurs favorisant la 
photmorphogenèse comme HY5, HYH, LAF1 et HFR1 (Ang et al, 1998 ; Osterlund et al, 
2000, Holm et al, 2002 ; Yang et al, 2005). (Fig. 6B) 
1.3-Les phototropines  
Les phototropines ont été identifiées chez Arabidopsis thaliana (Liscum et Briggs, 
1995 ; Huala et al, 1997) 
1.3.1- Structure  
Les phototropines sont des proteines associées à la membrane, de 120kDa et 
constituées de deux domaines LOV (Light Oxygen Voltage) en position N-terminale et d’un 
domaine serine /threonine kinase à l’extrémité C-terminale (Fig. 5). On connaît deux 
phototropines chez Arabidopsis thaliana PHOT1 et PHOT2. 
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Figure 6 : (A) mécanismes d’action des phytochromes et des phototropines (Fankhauser et Lorrain, 
2006), (B) mécanisme d’action des cryptochromes (Chen M et al, 2004). 
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Les phototropines interviennent dans divers processus tels que le phototropisme 
(Briggs et Christie, 2002). Les mouvements chloroplastiques (Kagawa et al, 2001), 
l’ouverture des stomates (Kinoshita et al, 2001) et l’expansion foliaire (Sakamoto et Briggs, 
2002). 
1.3.2- Mécanisme d’action  
A l’obscurité chaque domaine LOV lie de façon non covalente un chromophore FMN 
(Flavin MonoNucleotide). La lumière bleue provoque un changement de conformation, la 
libération dans le cytoplasme et l’autophosphorylation de la phototropine et déclenche ainsi la 
cascade de signalisation (Fig. 6A) (Briggs et Christie, 2002, Salomon et al, 2003). 
2-Transduction du signal lumineux  
L’activation des différents photorécepteurs déclenche une cascade de signalisation qui 
relaie le message au noyau conduisant à une reprogrammation transcriptionnelle spécifique 
(Jiao et al, 2007). La transduction du signal depuis le cytosol vers le noyau est assurée par des 
messagers secondaires tels que le calcium, la calmoduline, le cGMP (Guanosine 
monophosphate cyclique) et la protéine G hétérotrimérique (Bowler et al, 1994 ; Mustilli et 
Bowler, 1997). 
2.1- Rôle du calcium dans la transduction du signal lumineux   
2.1.1- Importance du calcium pour la plante  
Le calcium constitue un élément essentiel pour la physiologie de la plante, il assure un 
rôle important pour la croissance, la structure, le maintien de la paroi cellulaire et la 
signalisation en tant que messager intracellulaire dans le cytosol (Marschner, 1995). Des 
perturbations de la [Ca2+] cyt se produisent par afflux rapide du Ca2+ vers le cytosol depuis 
l’apoplasme ou les organites cellulaires (vacuole, réticulum endoplasmique) et un retour 
rapide au niveau basal par efflux, en réponse à divers processus développementaux et stimuli 
externes (White et Broadley, 2003 ; Hetherington et Brownlee, 2004 ; Kim et al, 2009). Parmi 
lequels, on trouve le gravitropisme (Plieth et Trewavas, 2002), le froid (Moore et al, 2002), la 
salinité (Halperin et al, 2003) la sécheresse (Mahajan et al, 2005), les pathogènes (Rudd et 
Franklin-Tong, 2001; Lecourieux et al, 2002), la nodulation (Lhuissier et al, 2001; Shaw et 
Long, 2003), la stimulation mécanique (Plieth, 2001; Fasano et al, 2002), le phytohormones 
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(Felle, 1988), le stress oxydatif (Knight, 2000; Klüsener et al, 2002)  la lumière (Shacklock et 
al, 1992; Malhó et al, 1998 ; Baum et al, 1999), le rythme circadien (Johnson et al, 1995; 
Wood et al, 2001), le développement du tube pollinique (Messerli et al, 2000; Rudd et 
Franklin-Tong, 2001), la germination (Bush, 1995; Anil et Sankara Rao, 2001), l’élongation 
racinaire (White, 1998; Bibikova et al, 1999) 
2.1.2- La signature calcique  
En utilisant des techniques de visualisation du calcium et des mesures de la dynamique 
de [Ca2+] dans des cellules végétales in vivo, des études ont montré que chaque stimulus 
provoque un signal calcique distinct et unique appelé « signature calcique » (McAinsh et 
Hetherington, 1998 ; Allen et al, 2000, 2001 ; Sanders et al, 2002). Cette unicité se manifeste 
par la localisation sub-cellulaire, et/ou la cinétique et l’amplitude des perturbations de 
[Ca2+]cyt (Rudd et Franklin-Tong, 2001). Les perturbations de [Ca2+] cyt peuvent être de faible 
amplitude ou transitoire. L’augmentation transitoire de [Ca2+] cyt peut être simple (pic), 
double (diphasique) ou multiple (oscillations). Les perturbations générées diffèrent aussi selon 
leur localisation cellulaire et l’amplitude de leur propagation (Tuteja et Mahajan, 2007). La 
signature calcique peut être tissue-spécifique. Ainsi, les perturbations de [Ca2+ ]cyt induites par 
une stimulation mécanique, la salinité, un stress osmotique ou le froid diffèrent 
remarquablement selon les types cellulaires (Moore et al, 2002). Aussi, en réponse à une 
anoxie, les cellules de la tige montrent des perturbations de [Ca2+] cyt diphasiques alors que les 
cellules de la racine montrent une augmentation lente de la [Ca2+] cyt (Sedbrook et al, 1996 ; 
Plieth, 2001). 
2.1.3- Les acteurs de la signalisation calcique 
Afin de répondre de façon appropriée aux perturbations de la [Ca2+] cyt, la cellule 
possède des protéines fixatrices de calcium. Ces protéines changent de conformation ou 
d’activité catalytique dès qu’elles fixent le calcium. Les plus importantes sont : les 
calmodulines (CaM ou CaM-like proteins), les calcineurin B-like proteins (CBLs) et les Ca2+-
dependant protein kinases (CDPKs) (White et Broadley, 2003 ; Tuteja et Mahajan, 2007).  
Ces protéines fixent le Ca2+ grâce à un motif appelé « EF hand » constitué de 29 acides 
aminés hautement conservés formant une structure une hélice-boucle-hélice qui fixe une 
molécule Ca2+ avec haute affinité (Strynadka et James, 1989 ; Tuteja et Mahajan, 2007) (Fig. 
7). 
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Néanmoins il existe d’autres protéines fixatrices de calcium, ne comprenant pas des 
motifs « EF hand » comme la phospholipase D (PLD), les annexines, la calreticuline et la 
PCP (Pistil-expressed Ca2+ binding protein) (White et Broadley, 2003 ; Tuteja et Mahajan, 
2007). 
2.1.3.1-  Les CaMs et CaM-like (CMLs)  
Les calmodulines ont été identifiées chez les plantes et les animaux et sont nommées 
ainsi pour CALcium MODULating ProteIN (Means et Dedman, 1980). La calmoduline est 
une petite protéine (17 kDa) hautement conservée  qui présente deux domaines globulaires 
comprenant chacun une paire de motif  « EF hand » (Fig. 7) reliés par une hélice α flexible, 
(Zielinski, 1998; Reddy, 2001; Snedden et Fromm, 2001; Luan et al, 2002). La fixation du 
calcium induit un changement de conformation de la calmoduline qui expose la surface 
hydrophobe de chaque domaine globulaire de façon à entourer sa protéine cible à travers des 
liaisons van der Waals non spécifiques (White et Broadley, 2003). Les calmodulines fixent 
plusieurs protéines impliquées dans divers processus physiologiques tels que le transport 
cationique, la résistance aux maladies, la tolérance au stress, la division cellulaire, la 
signalisation par les phospholipides (Zielinski, 1998; Reddy, 2001; Snedden et Fromm, 2001; 
Luan et al, 2002; Reddy et al, 2002). Les Calmodulines peuvent réguler également 
l’expression de certains gènes en fixant les facteurs de transcription spécifiques (Szymanski et 
al, 1996; Reddy et al, 2000; Yang et Poovaiah, 2000; Bouché et al, 2002). 
Chez les plantes, on connaît également les protéines CaM-like qui possèdent entre 1 et 
6 motifs EF hand et présentent une faible homologie avec les calmodulines (<75% avec les 
isoformes CaM). Ces protéines sont impliquées également dans diverses réponses cellulaires 
(stimuli externes, réaction aux pathogènes, développement..) (Reddy, 2001; Snedden et 
Fromm, 2001; Luan et al, 2002; Zielinski, 2002 ; Tuteja et Mahajan, 2007). 
2.1.3.2-  Les calcineurin B-like proteins (CBLs)  
Les protéines calcineurin B-like (CBLs) possèdent 3 motifs EF hand (Luan et al, 
2002). Certaines CBLs  transmettent des signaux environnementaux ou développementaux 
spécifiques : l’expression de  AtCBL1 est induite par la sécheresse, la salinité, le froid et les 
blessures (Kudla et al, 1999; Piao et al, 2001). Aussi, une accumulation des transcrits de 
AtCBL1et  AtCBL2 a été observée dans les feuilles exposées à la lumière (Nozawa et al, 
2001). 
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Figure 7 : La structure “EF hand” (Lewit-Bentley & Réty, 2000). 
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Les CIPKs (CBL Interacting Protein Kinase) ont été identifiées comme les cibles Ca2+ 
-dépendantes des CBLs (Shi et al, 1999; Halfter et al, 2000; Albrecht et al, 2001; Y .Guo et 
al, 2001; Luan et al, 2002). L’interaction CIPK –CBL se fait grâce à un motif à 24 acides 
aminés nommé « motif  NAF » (Albrecht et al, 2001) et nécessite des cations bivalents 
comme cofacteurs pour leur activité (Luan et al, 2002). Chaque CBL peut interagir avec 
plusieurs CIPKs , AtCBL1 interagit avec différentes AtCIPK (Shi et al, 1999). Inversement 
certaines AtCIPKs interagissent avec plusieurs AtCBLs (Shi et al, 1999 ; Albrecht et al, 2001; 
Y. Guo et al, 2001).  
2.1.3.3-  Les calcium-dependent protein kinase (CDPKs)  
 Les CDPKs possèdent généralement 4 motifs EF hand au niveau de leur terminaison 
carboxylique qui fixe le Ca2+ afin d’activer son activité sérine/thréonine kinase (White et 
Broadley, 2003). On connaît au moins 34 gènes codant des CDPKs chez Arabidopsis thaliana 
(Harmon et al, 2001; Cheng et al, 2002). Plusieurs CDPKs se trouvent associées au 
cytosquelette, noyau, membrane plasmique et réticulum endoplasmique (Reddy, 2001; 
Sanders et al, 2002). 
Les CDPKs sont capables de convertir les signaux calciques du cytoplasme en des 
réponses biochimiques et génétiques à travers la phosphorylation de diverses protéines cibles 
tels que les transporteurs membranaires, les canaux ioniques, les aquaporines, les protéases, 
les protéines du cytosquelette (Reddy, 2001; Rudd et Franklin-Tong, 2001; Cheng et al, 2002; 
Sanders et al, 2002). Elles sont par conséquent impliquées dans plusieurs processus : 
développement pollinique,  contrôle du cycle cellulaire, transduction du signal par le 
phytochrome, l’expression de gènes régulés par la lumière, le gravitropisme, le 
thigmotropisme, la nodulation, l’acclimatation au froid, la tolérance à la salinité, la tolérance à 
la sécheresse, les réponses aux pathogènes (Sheen, 1996; Saijo et al, 2000; Anil et Sankara 
Rao, 2001; Reddy, 2001; Romeis et al, 2001;Cheng et al, 2002; Xiong et al, 2002; Lee et al, 
2003). 
2.1.4- La signalisation calcique est impliquée dans la transduction du signal 
lumineux  
L’implication de la signalisation calcique dans la transduction du signal lumineux a été 
étudiée chez plusieurs espèces.  Des études ont reporté une augmentation de la concentration 
cytosolique de ca2+ par un approvisionnement en ca2+ à partir de l’apoplaste ou des organites 
intracellulaires suite à une exposition des feuilles à la lumière bleue (Babourina et al, 2002; 
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Baum et al, 1999 ; Harada et al, 2003; Stoelzle et al, 2003). Ces changements en [ca2+] 
modulent la voie de signalisation par les phototropines (Chen M et al, 2004). D’autres études 
utilisant des mutants de phototropines ont démontré l’implication du calcium cytosolique dans 
la réponse des plantes à la lumière bleue (Harada et Shimazaki, 2007).  
La participation du calcium dans la voie de signalisation par les cryptochromes ainsi que par 
les phytochromes a été également démontrée chez Arabidopsis thaliana. Ces deux voies 
seraient modulées par une protéine cytoplasmique fixatrice de Ca2+  (SUB1 : Short Under 
Blue light) (H. Guo et al, 2001). 
Aussi, des oscillations circadiennes de [Ca2+] cyt ont été observées chez les animaux et les 
végétaux  (Colwell, 2000; Dodd et al, 2005). Chez les plantes, ces oscillations ont lieu dans 
tous les tissus (Johnson et al, 1995), contrairement à ce qui a été observé chez les animaux ou 
elles semblent spécifiques des neurones (Colwell, 2000 ; Ikeda et al, 2003) et régulées par la 
photopériode et l’intensité lumineuse (Love et al, 2004). 
De même, une mobilisation nucléaire de calmoduline a été observée lors d’un changement du 
régime lumineux ; la CaM 53 du pétunia et la CaM 61 du riz présentent un motif de 
prénylation à leur extrémité carboxylique qui leur permettrait de s’ancrer au plasmalemme 
lorsque ces plantes sont exposées à la lumière (Rodriguez-Concepcion et al, 1999). 
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Voie transcellulaire 
Voie apoplasmique 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Voies de circulation de l’eau à travers une feuille, après avoir emprunté les tissus 
vasculaires, l’eau peut circuler en parallèle selon la voie apoplasmique et transcellulaire (voies 
extravasculaires). 
 
 
 
Voie transcellulaire
Voie apoplasmique 
Voie symplasmique 
aquaporine
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Figure 9 : Le mécanisme par lequel se fait la régulation des aquaporines à la lumière dans les feuilles 
de noyer (Juglans regia) reste encore inconnu. 
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-V- CONTEXTE ET PROBLEMATIQUE 
 
La résistance hydraulique foliaire RF est une composante majeure du transport d’eau 
dans toute la plante. Elle contribue jusqu’à 60 à 80% dans la résistance hydraulique aérienne 
et 30% dans la résistance hydraulique de toute la plante. Cette résistance hydraulique foliaire 
est dépendante des facteurs environnementaux tels que la lumière. La stimulation de la 
conductivité hydraulique (KF =1/RF) à la lumière a été bien documentée (Moshelion et al, 
2002, Tyree et al, 2005, Cochard et al, 2007, Voicu et al, 2008) à l’échelle physiologique. 
Toutefois, les bases moléculaires de cette réponse sont très peu étudiées.   
Chez le noyer (Juglans regia), on a pu relier la stimulation de la KF à la lumière à 
l’accroissement du taux de deux isoformes d’aquaporines JrPIP2.1 et JrPIP2.2. Selon la 
même étude, deux voies de circulation de la sève sont possibles. A l’obscurité, la voie 
apoplasmique serait dominante et caractérisée par une faible valeur de KF et une faible 
abondance des transcrits JrPIP2. La voie transcellulaire qui serait marquée par  une valeur de 
KF élevée, associée à une forte abondance des transcrits JrPIP2. De plus, elle nécessite une 
biosynthèse de novo des aquaporines (Fig. 8 et 9), ce qui pourrait suggérer que la lumière 
exerce une régulation précoce et complexe sur les JrPIP2. 
Le projet de la thèse s’inscrit dans la continuité des travaux obtenus aux laboratoires et 
vise à identifier les mécanismes moléculaires précoces impliqués dans la modulation de 
la conductivité hydraulique foliaire chez le noyer. 
 
En combinant des approches écophysiologiques et moléculaires les objectifs de la thèse sont 
les suivants : 
? Appréhender le rôle des différentes isoformes d’aquaporines, notamment PIP1s et 
PIP2s dans l’effet stimulateur de la KF par la lumière.  
? Investiguer le rôle de la qualité de la lumière dans ce processus physiologqiue, en 
étudiant l’effet de la lumière bleue sur la stimulation de la KF  
? Rechercher, en engageant une approche sans apriori la cDNA AFLP, les acteurs 
moléculaires associées à la perception et la transduction du signal lumineux 
conduisant à la stimulation de la KF et au taux des transcrits d’aquaporines. 
? Vérifier l’hypothèse de l’implication de la voie de signalisation de calcium dans la 
transduction du signal lumineux responsable de la régulation des aquaporines. 
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Figure 10 : Matériel végétal utilisé : noyer (Juglans regia cv. Franquette), les feuilles sont composées 
de 5 folioles. 
 43
MATERIEL ET METHODES 
 
 
-I- MATERIEL VEGETAL  
Les expériences on été menées durant les étés 2006 à 2009 sur des pousses feuillées de 
noyer (Juglans regia cv. Franquette) (Fig. 10)  recueillies du côté ensoleillé sur des arbres de 
15ans, cultivés à l’INRA (Institut National de la Recherche Agronomique) site de Crouël 
(Clermont- Ferrand). Les branches ont été prélevées la veille des expérimentations et leurs 
bases ont étés recoupées sous l’eau et maintenues au noir dans un sac en plastique pendant 
une nuit au moins avant leur utilisation. 
-II- PROCEDURES EXPERIMENTALES D’ECOPHYSIOLOGIE  
1- Méthode de mesure de la KF : HPFM  
Les mesures de la résistance hydraulique foliaire ont été réalisées en utilisant la 
méthode HPFM (high pressure flow meter) utilisée précédemment par Sack et al, 2002; Tyree 
et al, 2005 et Cochard et al, 2007. La technique consiste à perfuser de l’eau dégazée et sous 
pression positive +P (MPa) dans le pétiole d’une feuille fraichement coupée de la branche et 
de mesurer le flux à l’entrée du pétiole (Fig. 11). Les valeurs de flux mesurées (F, mmol s-1) 
sont enregistrées automatiquement toutes les 30 secondes dans un ordinateur relié à l’appareil 
HPFM.  
la conductivité hydraulique (KF , mmol s-1 m-2 MPa-1) est calculée comme suit où SF est la 
surface foliaire en m2: 
KF= F/ (P*SF) 
2- Conditions de mesure 
Pour l’étude sans apriori cDNA-AFLP, la dynamique de la KF des feuilles de noyer a 
été mesurée en fonction de différentes conditions et durées d’éclairement (obscurité, 5, 10, 15, 
30, 60 et 120min). La lumière blanche est fournie par deux lampes iodine de 400W délivrant 
une intensité d’environ 600 µmol. m-2. s-1 au niveau de la feuille. Afin de prévenir le sur-
réchauffement des feuilles, ces dernières sont placées dans un bac rempli d’eau 
continuellement aérée et dont la température est maintenue à 25 °C (Cochard et al, 2007). 
Pour les études moléculaires, les feuilles préalablement utilisées pour la mesure de la 
conductivité foliaire sont déconnectées du circuit HPFM et directement plongées dans l’azote 
liquide et maintenues à -80 °C jusqu’à utilisation. 
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Figure 11 : Dispositif expérimental utilisé pour la mesure de la résistance hydraulique foliaire. 
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3- Mesure de la KF en réponse aux inhibiteurs calciques 
Afin d’estimer le rôle de la signalisation calcique dans la stimulation de la KF par la 
lumière, deux inhibiteurs calciques ont été perfusés aux feuilles exposées à la lumière : un 
inhibiteur des canaux calciques : le lanthanum (LaCl3, Sigma) et un antagonist de 
calmoduline N- 6-aminohexyl-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide (W7, Sigma), les deux 
utilisés à une concentration de 30mM et dissous dans l’eau pour LaCl3 et dans 0.5% de 
méthanol pourW7. Toutefois, le choix de cette concentration a été établi après avoir testé une 
gamme de concentration (100µM, 300µM, 500 µM, 800µM, 10mM, 20mM, 30mM, 50mM 
et 100mM) pour les deux inhibiteurs.  
Deux stratégies ont été adoptées : pour la première, les feuilles ont été perfusées d’eau ultra 
pure à l’obscurité jusqu'à ce que la valeur de KF soit constante, ensuite l’inhibiteur approprié 
est perfusé pendant une heure toujours à l’obscurité, enfin la lumière est allumée et les feuilles 
sont de nouveau perfusées d’eau. 
Pour la deuxième, les inhibiteurs sont perfusés à la lumière quand la KF atteint sa valeur 
maximale environ après 90min d’exposition à la lumière  
4- Mesure de la KF en réponse au filtre anti-bleu 
Afin de vérifier si la KF est sensible à la qualité de la lumière, nous avons utilisé un 
filtre anti-bleu pour discriminer l’effet de la lumière bleue de celui de la lumière rouge sur la 
conductivité hydraulique. Dans ces conditions, la KF et le taux de transcrits d’aquaporines ont 
été comparés pour des feuilles témoins (éclairées avec de la lumière blanche) et des feuilles 
traitées (éclairées en présence du filtre anti-bleu, Geste scénique, France). Deux procédures 
complémentaires ont été adoptées : la première consiste à exposer les feuilles immédiatement 
après la phase d’obscurité à la lumière en présence du filtre anti bleu et à l’enlever après une 
heure. La deuxième consiste à rajouter le filtre quand la KF atteint sa valeur maximale environ 
après 90min d’exposition à la lumière. 
Les lampes sont placées à 28cm de la surface des feuilles et à 24cm en présence du filtre anti-
bleu. Cette distance est calculée grâce à un filtre neutre. 
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-III- Procédures expérimentales de biologie moléculaire  
1- Extraction des ARNtx 
Une procédure adaptée de Chang et al (1993) a été adoptée pour extraire les ARNtx  à 
partir des feuilles traitées à la lumière, aux inhibiteurs calciques et au filtre anti bleu. Les feuilles 
sont broyées dans l’azote liquide et réduites en une poudre fine. Le broyat est repris dans 1 ml de 
tampon d’extraction. Après homogénéisation vigoureuse au vortex, le mélange est incubé 5min à 
65 °C puis 1min à température ambiante. Les acides nucléiques sont extraits avec 1ml de 
chloroforme-alcool isoamylique (24:1) et centrifugés pendant 20min à 4 °C à 14000 rpm. 
L’extraction des acides nucléiques est renouvelée avec 1ml de chloroforme-alcool 
isoamylique (24:1) suivie d’une centrifugation de 10min à 4 °C à 14000 rpm. Le surnageant 
récupéré est calibré à 1ml avec de l’eau RNase free. Les ARNtx  sont ensuite précipités avec 250 
µl de LiCl (10 M) et incubés pendant une nuit à 4 °C après un vortex vigoureux. 
Après une centrifugation de 45min à 4 °C à 14000 rpm, le précipité est lavé 2 fois à 
l’éthanol 80% et centrifugé à chaque fois pendant 5min à 4 °C à 14000 rpm. Le culot obtenu est 
séché 10min dans la glace ou quelques minutes à température ambiante, puis dissous dans 25 µl 
d’eau RNase free. Les traces génomiques sont éliminées par addition d’un mélange contenant : 3 
µl de tampon DNase 10X, 1µl de RNasine (40 unités) et 1 µl de DNase. Le mélange est ensuite 
incubé pendant 15 min à température ambiante. Les acides nucléiques sont purifiés avec 470 µl 
de tampon SSTE qui précipite les sucres et les phénols. L’extraction de ces acides nucléiques est 
réalisée par addition d’un volume (530 µl) de chloroforme-alcool isoamylique (24:1). Après 
une centrifugation de 10min à 4 °C à 14000 rpm, les ARNtx sont précipités de nouveau dans 1 ml 
d’éthanol absolu à -20 °C pendant 2h ou pendant 20min à -80 °C. Après une centrifugation de 
45min à 4 °C à 14000 rpm, le précipité est lavé 3 fois à l’éthanol 80 °C, séché puis repris dans 
volume apprécié selon la quantité du culot  (entre 20 à 40 µl) d’eau RNase free. 
La qualité des ARNtx est contrôlée sur un gel d’agarose 2% et visualisé sous UV.  
La quantité des ARNtx extraits est appréciée grâce au spectrophotomètre Nanodrop (ND-
1000), la pureté et la contamination par les protéines peuvent être estimées. 
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Tampon d’extraction (50 ml) 
 
2% CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide)  1 g  
2% PVP (Polyvinylpyrrolidone K29-32)  1 g  
100 mM Tris HCl (pH 8) (solution mère 1 M) 5 ml  
25 mM EDTA (pH 8) (solution mère 0,5 M) 2,5 ml  
2 M NaCl  (solution mère 5 M) 20 ml  
H2O (qsp 50 mL)  21 ml  
3% ß-mercaptoéthanol (à ajouter extemporanément) 1,5 ml  
 
 
Tampon SSTE (50 ml) 
 
10 mM Tris HCl (pH 8) (solution mère 1 M) 500 µl  
1 mM EDTA (pH 8)  (solution mère 0,5 M) 100 µl  
1 M NaCl  (solution mère 5 M) 10 ml  
0.5% SDS (solution mère 10%) 2,5 ml  
H2O (qsp 50 mL) 36,9 ml  
 
Chlorure de lithium (50 ml) 
 
10 M LiCl   
Eau (qsp 50 mL) 
 
Tampon DNAse (5 ml) 
 
10 M LiCl   
Eau (qsp 5 mL) 
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2- Approche globale cDNA AFLP (Polymorphisme de Longueur des 
Fragments de Restriction)  
La procédure adoptée est celle de Vos et al, 1995 et Bachem et al, 1996 avec quelques 
modifications (Fig. 12). 
2.1- Synthèse des ADNc double brin 
2µg d’ARNtx sont retro-transcrits en utilisant 1µg d’amorce oligo (dT)30-AFLP 
(tableau I) contenant un site de restriction EcoR1. Après une dénaturation à 65 °C pendant 
5min et une incubation de 2 à 5min dans la glace,  un mélange réactionnel contenant : 5µl de 
tampon 5X (AMV RT Buffer) (Promega, Madisson, WI, USA) préchauffé à 42 °C, 2,5µl 
d’oligonucléotides, 1µl (40 U) de RNasine (Promega), 1,25µl de pyrophosphate de sodium et 
3µl (30U)  d’AMV Reverse Transcriptase (Promega, Madisson, WI, USA) est ajouté pour 
finir dans un volume final de 25µl. Ce mélange est incubé à 42 °C pendant 2h. 
Le premier brin étant synthétisé, le brin complémentaire est synthétisé par l’ajout d’un 
mélange réactionnel de 75µl contenant : 10µl de tampon 10X (DNA poly buffer), 2µl 
d’oligonucléotides, 0,2µl (1U) de RNase H et 2,75µl (25U) de DNA polymérase I (Promega). 
Ce mélange réactionnel est rajouté aux 25µl d’ADNc simple brin, l’ensemble est incubé à 12 
°C pendant 2h ensuite arrêté pendant 10min à 70 °C puis traité avec 0,75µl (6U) de T4 DNA 
polymérase (Promega) pendant 15min à 37 °C. La réaction est arrêtée à 75 °C pendant 10min. 
Ces opérations sont réalisées dans un volume final de 100µl dans un thermocycleur et des 
thermo-tubes Eppendorf  200µl. 
2.2- Purification des ADNc double brin  
Les 100µl de cADNdb sont purifiés par deux précipitations : la première  dans 1 
volume de phénol chloroforme isoamylique (25:24:1), la deuxième dans 1 volume de 
chloroforme isoamylique (24:1). Les culots sont récupérés par une centrifugation pendant 
10min à température ambiante à 10000 rpm. Une troisième précipitation est réalisée dans  3 
volumes d’éthanol 100% et 0,1 volume d’acétate d’ammonium (3M). Après une incubation 
pendant 10min dans la glace et une centrifugation pendant 45min à 4 °C à 14000 rpm, les 
culots sont lavés 2 fois avec l’éthanol 80%. Les culots obtenus sont solubilisés dans 40µl 
d’eau nucléase free. 
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Figure 12 : Etapes de la procédure cDNA AFLP. 
Synthèse d’ADNc db 
AAAAAAA 
Oligo dT30 
EcoRI MspI  
GAATTC             CCGG 
 
CTTAAG             GGCC 
Restriction 
Ligation des 
adaptateurs 
GAATTC             CCGG 
 
CTTAAG             GGCC 
Amplification 
non sélective 
GAATTC   
GAATTC              
Amorce EcoRI+0 
                      GGCC 
GGCC 
Amorce MspI+0 
GAATTC              
GAATTC N   
Amorce EcoRI+N 
Amplification 
Amorce MspI+NN sélective 
                       GGCC 
NNGGCC 
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Ces cADNdb purifiés sont dosés au spectrophotomètre Nanodrop et leur qualité est 
contrôlée par dépôt sur un gel d’agarose 1.5% et visualisé sous UV. Normalement un smear 
d’ADN homogène entre les échantillons doit apparaitre. 
2.3- Restriction des cADNdb et ligation des adaptateurs  
L’ADNdb est digéré simultanément par deux endonucléases de restriction. Dans notre 
étude nous avons utilisé deux couples d’enzymes : EcoRI –MseI et EcoRI –MspI. Ensuite des 
adaptateurs spécifiques aux sites de restriction, sont fixés aux extrémités cohésives des 
fragments d’ADN obtenus.  
1µg de cADNdb est digéré avec 10U  EcoRI (0,5µl), 10U MspI (0,5µl) ou MseI (2µl) 
(Biolabs), en présence de 2µl de tampon 10X (tampon MseI ou tampon MspI). Le mélange de 
la digestion est réalisé dans 20µl final et incubé à 37 °C pendant 3 heures en agitant les 
échantillons délicatement de temps en temps. 
Les fragments de restriction obtenus et présentant des bouts cohésifs sont collés à des 
adaptateurs spécifiques double brin  dans le mélange de ligation suivant : 
? 1µl d’adaptateur EcoRI (10µM) 
? 1µl d’adaptateur MseI ou MspI (50µM) 
? 1µl de T4 DNA ligase (400U final) 
? 2,5µl d’ATP (1mM final) 
? 1µl de tampon 10X (tampon MseI ou tampon MspI) 
? 0,7 µl d’eau DNAse-Free 
Les échantillons sont ensuite incubés à 16 °C pendant 6h en les agitant délicatement de 
temps en temps. 
2.4- Amplifications PCR  
Les amplifications sont réalisées à l’aide d’amorces définies d’après la séquence des 
adaptateurs utilisés. Ces amorces portent sur leur extrémité 3’-OH des extensions aléatoires de 
1 à 2 bases. Une préamplification non sélective est réalisée en premier à l’aide d’amorces sans 
extension. Le produit de cette préamplification sert de matrice pour l’amplification sélective 
qui est réalisée à l’aide d’amorces « débordantes » (amorces +2).  
Pour un seul couple d’enzyme, l’utilisation d’amorce+N pour EcoRI et d’amorces+NN 
pour MseI ou MspI porte à 64 combinaisons possibles (16 x 4) (tableau II). La liste des 
amorces utilisées figure dans le tableau I. 
 51
MATERIEL ET METHODES 
 
 
 
Tableau I : Liste des amorces utilisées pour l’étude cDNA AFLP. 
 
Oligo-dT30-AFLP 5’-TTTTTTGCAAGCTTGAATTCGCT30N-3’ 
AdaptEco-A 5’-AGGACTCGTAGACTGCGTACC-3’ 
AdaptEco-B 5’-GAGCATCTGACGCATGGTTAA-3’ 
AdaptMsp-A/Mse-A 5’-AGGAGACGATGAGTCCTGAA-3’ 
AdaptMse-B 3’-CTGCTACTCAGGACTTAT-5’ 
AdaptMsp-B 3’-CTGCTACTCAGGACTTGC-5’ 
Pré-Amplif-Eco+0 5’-CTCGTAGACTGCGTACCAATTC-3’ 
Amplif-Eco+N 5’-CTCGTAGACTGCGTACCAATTCN-3’ 
Pré-Amplif-Msp+0 5’-GACGATGAGTCCTGAACGG-3’ 
Amplif-Msp+NN 5’-GACGATGAGTCCTGAACGGNN-3’ 
Pré-Amplif-Mse+0 5’-GACGATGAGTCCTGAATAA-3’ 
Amplif-Mse+NN 5’-GACGATGAGTCCTGAATAANN-3’ 
 
 
 
 
Tableau II : Nombre de combinaison possibles d’amorces pour chaque couple d’enzyme. 
64 combinaisons possibles 
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2.4.1- Préamplification non sélective  
Cette étape de préamplification est réalisée dans un mélange réactionnel de 40 µl 
contenant :  
? 4 μl de produits de restriction-ligation dilués au 1/10ème  
? 25.2 μl d’eau DNAse-free [qsp 40µL] 
? 4 μl de tampon (sans MgCl2) (10X) (Goldstar) (Eurogentec)  [1 X final] 
? 1.6 μl de MgCl2 (50 mM) [2 mM final] 
? 1 μl de dNTP [250 µM total final] 
? 2 μl d’amorces Eco0 (20 µM) [1 µM final] 
? 2 μl d’amorces Msp0 (20 µM) [1 µM final] 
? 0.2 μl de Red Goldstar Taq Polymerase (Eurogentec) [1unité total] 
Cette préamplification consiste en une première étape à 94 °C pendant 4min suivie de 25 
cycles (94 °C pendant 30s, 55 °C pendant 1min et 72 °C pendant 1min30). La réussite de la 
réaction PCR est testée sur un gel d’agarose 1.5%.  
2.4.2-  Amplification sélective  
Cette amplification PCR est réalisée dans un mélange réactionnel de 30 μl contenant:  
? 4 μl de produits de pré-amplification PCR dilués au 1/20ème   
? 19.35 μl d’eau DNAse-free [qsp 30µL] 
? 3 μl de tampon (sans MgCl2) (10X) (Goldstar) [1 X final] 
? 1.2 µL MgCl2 (50 mM) [2 mM final] 
? 0.75 μl de dNTP (2.5 mM chaque/10mM total) [250 µM total final] 
? 0.75 μl d’amorces Eco+1 (20µM) [0.5 µM final] 
? 0.75 μl d’amorces Mse+2 ou Msp+2 (20µM) [0.5 µM final] 
? 0.2 μl de Taq  (Goldstar) (5u/µL) [1 unité total] 
Le programme d’amplification PCR est le suivant : 
4min à 94 °C  
30s à 94 °C  
30s à 65 °C 1 cycle 
1min30 à 72 °C  
30s à 94 °C  
30s touch down phase [-0.7 °C/cycle] durant 14 cycles 
1min30 à 72 °C  
30s à 94 °C  
30s à 56 °C         23 cycles 
1min30 à 72 °C  
10min à 72 °C  
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2.5- Analyse des fragments d’amplifications 
2.5.1- Préparation du système d’électrophorèse  
a) Préparation des plaques  
Le système d’électrophorèse est constitué de deux plaques : une plaque « réservoir » 
portant la cuve d’électrophorèse et une plaque « gel » portant le gel d’acrylamide. Les deux 
plaques doivent être préalablement nettoyées à l’eau ultra pure et à l’éthanol 95% avant leur 
traitement qui diffère selon la plaque : 
• la plaque gel est traitée avec une solution collante composée de 3ml d’une 
solution d’acide acétique glacial 0.5% et d’éthanol 95% additionnée de 5µl de 
silane (sigma, France). La plaque est ensuite légèrement essuyée à l’éthanol 
95° pour éliminer l’excès du produit.  
• La plaque réservoir est traitée avec 1ml d’un produit glissant le sigmacote 
(sigma, France) qui sera légèrement essuyé à l’éthanol 95° une fois la plaque 
séchée. 
Les deux plaques ainsi traitées, le système de coulage est monté selon la notice du 
fournisseur (Biorad). Les plaques sont assemblées en plaçant un spacer de chaque coté et 
fixées à l’aide de pinces.  
b) Préparation du gel de polyacrylamide 5%   
Le gel utilisé pour la migration électrophorétique est un gel de polyacylamide 5% 
contenant 100ml de mélange urée/ TBE/acrylamide auquel on rajoute 75µl de TEMED et 
500µl de persulfate d’ammonium (PSA) à 10%, précurseurs de polymérisation. Le gel est 
ensuite homogénéisé et rapidement coulé entre les deux plaques en faisant attention à la 
formation des bulles d’air qui empêcheraient la migration. Le gel est laissé polymériser 
pendant 2 heures minimum en couvrant les extrémités afin d’éviter le desséchement du gel et 
la cristallisation de l’urée. 
2.5.2- Migration des amplifiats   
Une fois tout le système d’électrophorèse est assemblé, le peigne est introduit dans un 
1mm de gel tout en faisant attention  qu’il n’y ait pas de contamination entre les puits lors du 
dépôt. Du tampon TBE 1X est versé dans la cuve supérieure da la plaque réservoir ainsi dans 
le bac inférieur (environ 2cm), le peigne doit être totalement immergé. Le gel est ensuite 
chauffé à 40 °C (pré-run) pendant 30min à 1500V. 
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Solutions nécessaires pour la procédure cDNA AFLP 
 
Tris borate EDTA (TBE) 10X : 900 mM Tris-HCl (108.9 g/L)  
 900 mM acide borique (55.6 g/L)  
 20mM EDTA (40 mL 0.5 M EDTA pH8, ou 7.4 g/L)  
 pH=8.3  
 
Urée/TBE/ acrylamide : 420 g Urée [7 M final]  
       (Pour 1L) 100 mL TBE (10X) [1 X final]  
 125 mL Acrylamide/bis (29/1) (40%) [5% final]  
 Compléter à 1L avec de l’eau DNAse-free  
 Filtrer la solution  
 
Persulfate d’ammonium PSA (10%) 1g pour 10 mL  
 
Mélange Ethanol/Acétate: 15 mL éthanol (95% final) 
 25 µL acide acétique glacial (0.05% final) 
 
Bleu formamide:    20 mg Xylène cyanol FF  
 20 mg Bleu de bromophénol  
 400 µL EDTA 0.5M pH=8  
 20 mL Formamide  
 
Solution de fixation :  3L                   acide acétique glacial 10%   
 
Solution de coloration : 3 L    3g de nitrate d’argent [0.1 % final] 
                                     4.5 mL formaldéhyde à 35%    
  
Thiosulfate de sodium (1% ou 10 mg.mL-1) : 200 mg dans 20 mL 
Solution de révélation : 3 L    90g de Na2CO3 [3 % final]    
            600 µL de Na-Thiosulfate (1%)  
                                                            4.5 mL formaldéhyde (35%)  
                                                                        1 L de glace pillée   
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D’autre part, les dépôts contenant 3µl de produit d’amplification et 3µl de bleu de 
formamide, sont dénaturés par chauffage à 95 °C pendant 4min puis maintenus dans la glace 
jusqu’au dépôt.  
Avant le dépôt des amplifiats, les 2 puits des extrémités du gel sont chargés de tampon 
de charge, ensuite les amplifiats dénaturés sont déposés dans l’ordre tout en respectant les 
quantités entre chaque puits. La migration est lancée à 2000V.  
La migration peut être arrêtée lors de la sortie du premier trait bleu du front de 
migration (bleu de bromophénol) après environ 3 heures. 
2.5.3-  Révélation des bandes  à l’argent  
La révélation des fragments amplifiés et séparés sur gel de polyacrylamide se fait au 
nitrate d’argent 0.1% (Chalhoub et al, 1997).  
Une fois refroidi et décollée de la plaque réservoir, la plaque gel est placée dans une 
solution de fixation à l’acide acétique 10% pendant 20min sous légère agitation qui sera 
réservée à 4° pour stopper la réaction de révélation. Après 3 à 4 lavages de 3min chacun à 
l’eau distillée froide, le gel est placé dans une solution de coloration au nitrate d’argent 0.1% 
pendant 30min sous légère agitation et à l’obscurité. Après un bref lavage de 5 secondes dans 
l’eau distillée, le gel est placé dans une solution de révélation au carbonate de sodium anhydre 
Na2CO3 toujours à l’obscurité. La coloration est arrêtée à l’intensité désirée des bandes 
d’ADNc apparues, en versant la coloration de fixation déjà préparée. Le gel est enfin lavé 
pendant 15min à l’eau distillée et séché pendant 2 heures minimum. 
2.5.4- Prélèvements des bandes  
Les bandes qui présentent un intérêt sont réhydratées avec de l’eau DNAse free sur le 
gel puis excisées avec précision et récupérées dans 20 à 30µl de tampon 1X (Qiagen), ensuite 
elles sont dénaturées à 94 °C pendant 4min et laissés diffuser à 4 °C pendant une nuit. 
Les amplifications sont réalisées dans un volume final de 40µl pendant 30cycles en 
utilisant 10µl d’ADNc provenant des bandes, 20µM d’amorces non selectives Eco+0 et 
Mse+0 ou Msp+0,  4µl de tampon (Qiagen), 1.6µl de MgCl2, 1µl dNTP, et 0.1µl de taq 
polymérase (Qiagen).  
Le programme d’amplification consiste en une première étape à 94°C pendant 4min 
suivie de 30 cycles (94 °C pendant 30s, 55 °C pendant 1min et 72 °C pendant 1min30). Les 
produits d’amplifications sont vérifiés sur gel d’agarose 2%. 
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Figure 13 : Carte de restriction du vecteur pGEM T easy 
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3- Clonage  
Les produits d’amplification précédemment vérifiés sur gel d’agarose sont clonés dans 
le vecteur pGEM T-easy (promega) (Fig. 13) suivant les instructions du fournisseur. Le 
clonage se fait en deux étapes : 
• la ligation : est réalisée dans un volume final de 10µl, en incubant pour une nuit à 4 
°C un mélange constitué de : 5µl de tampon 2X (promega), 0.5µl du vecteur pGEM T, 
0.5µl de T4 ligase (promega) et 4µl de produit d’amplification. 
• La transformation : les 10µl de produit de ligation sont transformés dans 100µl de 
bactéries compétentes Escherichia coli DH5α (promega). Le mélange est incubé 
pendant 30min dans la glace ensuite pendant 90 secondes à 42 °C et finalement remis 
dans la glace pendant 5min. Dans des tubes de 2ml, ce mélange est mis en culture dans 
800µl de milieu SOC (1% Mgcl2, 1%MgSO4 et 1% de glucose), à 37 °C pendant 1h 
30 sous une agitation de 200rpm. Les tubes sont centrifugés à 3000 rpm pendant 5min 
à 4 °C. Après récupération des 800µl de SOC, le culot de bactéries est repris dans les 
100µl restants qui sont étalés à l’aide d’un râteau flambé au préalable à l’alcool sur 
des boites de pétri renfermant du milieu LB et préalablement traitées avec de 
l’ampicilline, X-Gal et IPTG. Les boites sont incubées dans l’étuve à 37 °C entre 16 et 
20h. 
 
Les colonies blanches apparues correspondent aux bactéries transformées. Deux colonies 
blanches de chaque boite sont piquées à l’aide d’un cure dent propre et resuspendues dans 2ml 
de milieu LB. La taille des fragments clonés est vérifiée par amplification en utilisant les 
amorces non selectives Eco+0 et Mse+0 ou Msp+0. Chaque clone est enfin envoyé à 
séquencer (Cogenics, GENOME express, France). 
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 4- RT-PCR en temps réel   
Afin de vérifier le profil d’expression des différents gènes issus de l’AFLP et de 
caractériser  le profil d’expression des différentes aquaporines dans des feuilles préalablement 
traitées avec les inhibiteurs calciques ainsi que le filtre anti bleu, des analyses de PCR en 
temps réel ont été menées. Pour la validation de l’AFLP, seulement 30 TDFs ont été ciblés, 
leurs amorces correspondantes ont été dessinées (tableau III) et enfin étudiés selon la 
cinétique lumière suivante: 0, 5min, 10min, 15 min, 30min, 1h, 2h et 2h après le retour à 
l’obscurité. 
D’autre part, le profil d’expression de 4 aquaporines PIP1 (JrPIP1.1, FJ971053 ; 
JrPIP1.2, FJ971054 ; JrPIP1.3, FJ971055 ; JrPIP1.4, FJ970489) et 6 aquaporines PIP2 
(JrPIP2.1, AY189973 ; JrPIP2.2, AY189974 ; JrPIP2.3, FJ971056 ; JrPIP2.4, FJ971057 ; 
JrPIP2.5, FJ971058 ; JrPIP2.6, FJ971059) a été étudié au cours d’une cinétique lumière, 
aussi dans des feuilles traitées aux inhibiteurs calciques, au filtre anti bleu et des 
feuilles témoins correspondant à 1h d’exposition à la lumière ( KF maximale). Les amorces 
des différentes JrPIP figurent dans le tableau III. 
Le gène de référence utilisé pour la normalisation de la quantité de transcrits des gènes 
cibles est le gène 18S de Juglans regia (AF399876). 
La synthèse d’ADNc simple brin est réalisée  sur 2µg d’ARNtx en utilisant le kit superscript 
III (invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Un premier mélange réactionnel constitué de 4µl 
d’ARNtx à 0.5µg/µl additionnés de 1µl d’oligodT, 1µl de dNTP et de 4µl d’eau DEPC, est 
incubé pendant 5min à 65 °C puis 2min dans la glace. Un deuxième mélange constitué de 2µl 
de tampon 10X, 1µl RNase OUT (40U/µl), 4µl de MgCl2 (25mM), 2µl de DTT (0.1M) et 1µl 
SuperScipt III RT (200U/µl), est rajouté au premier mélange ensuite incubé à 50 °C pendant 
1h30 puis à 75 °C pendant 10min. Finalement, le restant d’ARNtx est traité avec 1µl RNase H 
(2U/µl) à 37 °C pendant 20min. 
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Tableau III : Liste des amorces utilisées pour les PCR en temps réel. 
 
gène amorce sens amorce anti sens Tm (°C) 
PIP1DF/PIP1DR CTCMGGWGGRCACATCAACCC GMAGDGCAGCDCCAA TGAA  52 
PIP2DF/PIP2DR CCTCMGGWGGRCATAAACCC GMAGDGCAGCDCCGATCAA  52 
PIP1SF/PIP1SR TACACYAARGGTGATGGCCTTGG GTTATGGGGATGGTAGCCA 54 
PIP2SF/ PIP2SR GGRTTTGCTGTGTTYATGGT  AATGGNCCAACCCAGAAYATCCA 54 
FsPIP2SF GAATTTGCGGTGTTCATTGT  54 
Race 3’ GCAAGCTTGAATTCGCTTT   52 
JrPIP1.1 GGCACAGCTGCTCAGACAG CCCACACTTTTACACTTACTG 60 
JrPIP1.2 GGGAGCCGCCAGTACGGA CCCAACCGAGGTCCTTGTC 52 
JrPIP1.3 GGCGCCAATACTATAAGCAAG ATCATTTAGACTTGAATGGACG 52 
JrPIP1.4 TCGACCCAGGTAAAAATAAGTG CTTACGTACTCGCCCTTCAA 52 
JrPIP2.1 GCACTTTGATGTGGTTTGGG CATGCACGAATGGACTGAGG 58.5 
JrPIP2.2 CCCCTCTGCTCACCGATTTA TAGGCAAATGGACATCCTCG 58.5 
JrPIP2.3 GTCCAGAGTTCTGCCCCC ACTTCTGAAGGAACCTAGAGCCTTA 60 
JrPIP2.4 GGTACAAGAAGTCCGGACC CAGAGTTGGTTCCACCACCAAGTGT 56 
JrPIP2.5 CTACAAGAAGTCCGCGGATCC CTGAGTTGGCTCCGCCACCCTGCGC 52 
JrPIP2.6 CATACCAAGACTTCCAACCCC AAGGACTACCTGCACCCACC 52 
Jr 18S GGTGGGGGTGTAATGCCCCC CGCGGGATTCTGCAATTCAC 52/60 
JrCAM CGGTTGCATCACTACCAAGG CTCAGGGAAGTCAATGGTTCC 53 
JrCaBP GAGAGTTGCTTTTCAATGACCG CTTGCCGGATGTCATTGTTCC 53 
JrCDPK TAAGAGGCTCCATTGATCCG TATCGGCCGGGGGGGCTACT 58 
JrCIPK GAATTCGCTAAAGCCAACGAG TTAGCCTCCACCACTACCAG 53 
JrWAK CAGTTTATAAAGGTGTTTTATCC CTGAGAAAGTACAAGCACCTCG 52 
JrBtbTaz TCCGAGCGAGTCATTCCAATAC AGAGGTCCGGTGCGTCGCAC 60 
JrPK CATTAACGACAATCCAAAATC AAGATGAGGATCAAAGTCGCG 50 
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JrWRKY AGTGCACTTATCCCAATTGCC GAATCCACGTGTCCGTTACC 57.5 
JrHSFA4 GGTTGATTCCTTTCTCCGGC AACGAATGTAGTTCGTAAATGAAG 54 
JrHSP70a ACTGGAAAATTACGCGTACAAC CGGCCTTCTCCATCTTCTG 53 
JrHSP70b GGCATGGAGCTGAAAAGGAG GTTTGGTCGTCCTCGACGG 53 
JrCDase TACACTGAGAATGGCGAGC CAGATGGACCTGGAGCTTTTG 61 
JrXTR AGTCTATCTCATCCCACAACG CAACTCCCAGAACGAGTATTT 53 
JrAUXFT CGTTCACAACATGCAAACTCC AGACTGCGTACCAATTCAGC 55 .5 
JrRAV1 CCAAAGCTGAGATTGTGGAC GAAGGAATTACCGAGAAATCC 54 
JrMAPK TTCACCGATGTTTACATTGCC ATCTTAAGGTCACAATTTGCATTC 61 
JrTransd AGCAGAGATTCTGAGATGC GCTGTGCTGTCAAATGATGC 58 
JrFAR7 CGGATTGGTCAATTGTTTCGTT GCTCCACAACCTACTCTTGAAG 52 
JrAOC AAAGCACAAACGCCAGTGCC CTTCTACACGTTTTACCTCAAG 54 
JrPlastoQ CGAATATGATATTTTCTGGGCA AATTCTAAATTGTAGCCAAGCATC 53 
JrUSP GAATTCAGTGATGGCAAGAGCTG GTAGTCGCTCACACTCCCAAGC 60 
JrAmilase CTGCTTCCATGGCTCCTGG GGGGAGATCATCGGAATGC 54 
JrRUB CTATTGGGATGTACTATTAAACC CTCATCATCTTTGGTAAAATC 47 
JrATPase GGGTCGAGATACTACCGGTC CAGGCGCAGATCTATGAATAG 52 
JrPSII-d1 GTGCTTGGGAGTCCCTAATG CAGAAGTTGCGGTCAATAAGG 53.5 
JrARF1 CACTCACTCCGTCAACGCC CTACAGGTAGTAACGATGATGTC 58 
JrSYP121 GATGAGTCCTGAACGGCGG GTATAGTGTCCATAACTCTTCC 57.5 
JrRING1 CAGGGTTCCTCTTCCCCC CACACTTCGAGATCTTCTCC 60 
JrRING2 CAGCACAGCTCCATCATCAAG CACACTTCGAGATCTTCTCC 60 
JrARM CGGATTATCGACGACACCGA CGAGCTGGGCGGACATTTTG 54 
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L’amplification PCR en temps réel est réalisée en utilisant un thermocycleur iCycler iQ (Bio-
rad, Hercules, CA, USA) (Fig. 14), dans un volume final de 30µl en additionnant : 
? 3µl d’ADNc dilué 20 fois  
? Tampon 10X                                               3 µL [1 X final] 
? DNTPs (10 mM)                                    0.6 µL [0.2 mM final] 
? Amorce sens (10 µM)                        0.6 µL [0.2 µM final] 
? Amorce anti sens  (10 µM)                        0.6 µL [0.2 µM final] 
? MgCl2 (50 mM)                                      1,2 µL [1.5 mM final] 
? Taq polymerase platinum (invitrogen)                    0.1 µL [0.5unité final] 
? SYBR Green I *                                     0.3 µL [dilution 10-5 final] 
? Eau stérile                                                qsp30 µL 
 
Le SYBR Green I (Sigma) est dilué au 1/1000ème dans 20% DMSO. 
Le programme thermocycleur est le suivant: une dénaturation de 3min à 94 °C, suivi de 
35cycles d’amplification (94 °C pour 20s, T°m pour 20s et 72 °C pour 20s). 
La quantité relative de transcrits (Qr) est calculée selon la méthode 2-Δ ΔCT (Livak et 
Schmittgen, 2001) qui est calculée comme suit : 
 
ΔΔCT = (CT.cible – CT.18S)Temps x – (CT.cible – CT.18S)Temps 0 
 
CT représente le nombre de cycle de la réaction PCR, le temps x représente chaque point de la 
cinétique et le temps 0  correspond à 1fois d’expression du gène cible par rapport au gène de 
référence18S.  
Pour chaque gène étudié 3 répétitions techniques de la réaction PCR ont été élaborés ainsi que 
2 répétitions biologiques. 
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Figure 14 : (A) thermocycleur (Biorad), (B) la courbe de fusion (melt curve) indiquant la 
spécificité des amorces, (C) exemple d’amplification en Q PCR. 
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-IV- Méthodes bioinformatiques 
L’analyse des séquences nucléotidiques est réalisée en utilisant les fonctions BLASTN 
et BLASTX de la base de données en ligne http:/www.ncbi.nlm.gov/BLAST. D’autre part, 
afin d’avoir un maximum d’information, les séquences obtenues par l’AFLP sont comparées 
aux séquences des EST (expressed sequence tag) de juglans valables dans la base de données.  
Pour l’étude phylogénétique, chaque séquence d’aquaporine clonée a été traduite en 
séquence protéique en utilisant l’outil ExPASy proteomics 
(http://www.expasy.org/tools/dna.html). Les séquences obtenues ont été alignées les unes 
avec les autres, mais aussi avec les séquences protéiques complètes PIP1 et PIP2 chez 
Arabidopsis thaliana, Populus trichocarpa, et Vitis vinifera. Les séquences partielles 
identifiées récemment chez Quercus macrocarpa (Voicu et al, 2009) ont été également 
utilisées dans cette étude.  
L’alignement des séquences protéiques est réalisé grâce à l’outil  ClustalW 
(Thompson et al, 1994; http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). L’arbre 
phylogénétique est obtenu en utlisant l’application Tree View (Page, 1996). 
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Partie 1 :  
Etude de la modulation de la conductance hydraulique 
(KF) par la lumière chez le noyer (Juglans regia)  
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Figure 15 : Réponse de la KF à la lumière et sa corrélation avec la stimulation des transcrits 
d’aquaporines chez le noyer (Juglans regia). 
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1-Introduction  
Chez le noyer, la conductivité hydraulique de ses feuilles (KF) est augmentée par la 
lumière (Cochard et al, 2007). Cette stimulation de KF est accompagnée de l’accumulation  
des transcrits de deux aquaporines JrPIP2.1 et JrPIP2.2 et est indépendante des mouvements 
des stomates (Cochard et al, 2007). Afin de préciser le rôle des aquaporines dans ce 
processus, nous avons d’abord confirmé la robustesse de cette réponse chez le noyer (Fig. 15). 
 En effet, et en accord avec les résultats précédents (Cochard et al, 2007), les transcrits des 2 
JrPIP2s sont fortement stimulés durant les 15 premières minutes parallèlement à celle de la 
KF. Le maximum de stimulation est atteint après 1h d’exposition à la lumière. Le retour à 
l’obscurité conduit à une diminution  des taux de transcrits des JrPIP2s ainsi que la KF.  
L’effet de la lumière sur la KF a été caractérisé chez plusieurs espèces. Cette réponse 
semble dépendre de l’espèce étudiée et n’implique pas toujours une étroite corrélation entre la 
stimulation de KF et la quantité des transcrits d’aquaporines (Martre et al, 2002 ; Lee et al, 
2009 ; Voicu et al, 2009 ; Voicu et Zwiazek, 2010). Ces données bibliographiques nous ont 
conduits à comparer dans les mêmes conditions expérimentales, la réponse de KF à la lumière 
d’un certain nombre d’espèces à celle du noyer. Ensuite, nous avons tenté de relier cette 
réponse à l’accumulation du taux des transcrits d’aquaporines.  
2- Comparaison de la réponse à la lumière chez Juglans regia, Fagus 
sylvatica, Quercus robur, Salix alba et Populus tremula   
2.1- Effet de la lumière sur la KF de Juglans regia, Fagus sylvatica, Quercus robur, Salix 
alba et Populus tremula   
Les branches feuillées de noyer (Juglans regia), hêtre (Fagus sylvatica), saule blanc 
(Salix alba), chêne (Quecus robur) et peuplier (Populus tremula) ont été prélevées des arbres 
la veille de l’expérimentation, recoupées à leur base sous l’eau puis maintenues à l’obscurité 
jusqu’à leur utilisation. Les mesures des KF respectives ont été réalisées en utilisant la 
méthode HPFM (Fig. 11, MM, p. 38). Pour toutes les espèces étudiées, les KF ont été 
mesurées à l’obscurité et après 2h d’illumination. A l’obscurité, la KF chez Juglans regia, 
Fagus sylvatica et Quercus robur est faible environ 6, 3 et 2 mmol s-1 m-2 MPa-1 
respectivement mais atteint son maximum de 26, 7 et 14 mmol s-1 m-2 MPa-1 au bout d’2h 
d’illumination (Fig. 16A). 
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Figure 16 : (A) KF (mmol s-1 m-2 MPa-1) de Fagus Sylvatica,  Juglans regia, Quercus robur, Salix 
alba et Populus tremula à l’obscurité et après 2h d’illumination (B) Abondance relative des transcrits 
PIP1s et PIP2s chez Fagus Sylvatica,  Juglans regia, Quercus robur, Salix alba et Populus tremula 
à l’obscurité et après 1h d’illumination, déterminée par PCR en temps réel en utilisant des 
amorces spécifiques dessinées dans les régions conservées pour toutes les espèces étudiées.  
Les astérisques représentent les résultats significatifs (test t-student) (* : 0,01<P<0,05 ; ** : 
0,001<P<0,01 ; *** : P<0,001). 
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Une légère stimulation  a été observée pour Populus tremula (6 mmol s-1 m-2 MPa-1 à 
l’obscurité et 9 mmol s-1 m-2 MPa-1 à la lumière). Par contre aucune différence significative 
n’a été observée pour la KF de Salix alba (Fig. 16A). 
2.2- Effet de la lumière sur les transcrits d’aquaporines de Juglans regia, Fagus 
sylvatica, Quercus robur, Salix alba et Populus tremula  
Afin d’établir une relation entre KF et le taux de transcrits, nous avons comparé les 
profils d’expression des sous-familles PIP1 et PIP2 chez Juglans regia, Fagus sylvatica, 
Quercus robur, salix alba et Populus tremula sous deux conditions contrastées à l’obscurité et 
à la lumière. Des amorces dites « globales » ont été dessinées, en ciblant des régions 
conservées et communes pour la plupart des isoformes des espèces étudiées. Ces amorces 
devraient encadrer des régions spécifiques des sous-familles PIP1 et PIP2, ce qui nous permet 
de raisonner en terme de populations d’aquaporines et non en terme d’isoformes. 
2.2.1- Conception des amorces et amplifications PCR  
Les feuilles des différentes espèces ayant servi pour les mesures de KF ont été 
débranchées du dispositif HPFM et plongées dans l’azote liquide. Les feuilles sont ensuite 
broyées, leurs ARNtx ont été extraits et une transcription reverse a été réalisée. 
Des amorces dégénérées ciblant la famille PIP1s (PIP1DF/PIP1DR) et la famille PIP2s 
(PIP2DF/PIP2DR) (MM, tableau III) ont été utilisées pour amplifier des fragments d’ADNc à 
partir des feuilles des différentes espèces. L’amplification par PCR est réalisée en 40 cycles à 
partir de 3µl de d’ADNc diluée au 1/40ème dans un volume final de 50µl final à une 
température de 52 °C. Les fragments obtenus ont une taille comprise entre 200 et 300 pb (Fig. 
17). Ces fragments ont été ensuite clonés dans le vecteur pGEM T-easy (promega) et 
séquencés.  
Un alignement de séquences a été réalisée pour les séquences nucléotidiques obtenues 
pour (JrPIP1, FsPIP1, QrPIP1, SaPIP1, et PopPIP1) d’une part et (JrPIP2, FsPIP2, QrPIP2, 
SaPIP2, et PopPIP2) d’autre part afin de dessiner les amorces spécifiques globales : PIP1s 
(PIP1SF/PIP1SR) et PIP2s (PIP2SF/ PIP2SR) (annexes 1 et 2). Pour Fagus sylvatica nous 
avons utilisé l’amorce sens FsPIP2SF (MM, tableau III). La vérification du fonctionnement de 
ces amorces est réalisée par PCR 40 cycles à 54 °C (Fig. 18). 
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Figure 17 : Amplification PCR 40 cycles à 52°C utilisant les amorces dégénérées PIP1s 
(PIP1DF/PIP1DR) et PIP2s (PIP2DF/PIP2DR) sur gel d’agarose 2% dans du TAE 0.5X pour Fagus 
sylvatica, Juglans regia, Quercus robur, Salix alba et Populus tremula. 
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Figure 18 : Amplification PCR 40 cycles à 54°C utilisant les amorces spécifiques PIP1s 
(PIP1SF/PIP1SR) et PIP2s (PIP2SF/ PIP2SR) sur gel d’agarose 2% dans du TAE 0.5X pour Fagus 
sylvatica, Juglans regia, Quercus robur, Salix alba et Populus tremula. 
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Figure 19 : Amplification PCR utilisant l’amorce PIP1DF ou PIP2DF et l’amorce race3’ sur gel 
d’agarose 2% dans du TAE 0.5X. 
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2.2.2- Profils d’expression des différentes PIP1s et PIP2s identifiées 
Afin d’identifier le lien entre les profils de la KF et l’abondance des transcrits 
d’aquaporines, une étude comparative par PCR en temps réel des familles PIP1 et PIP2 a été 
menée à l’obscurité et à 1h de lumière chez Juglans regia  Fagus sylvatica, Quercus robur, 
Salix alba et Populus tremula.  L’étude PCR en temps réel a été réalisée à partir de 3µl 
d’ADNc dans un volume final de 30µl, à 54 °C et en utilisant les amorces spécifiques PIP1s 
(PIP1SF/PIP1SR) et PIP2s (PIP2SF/ PIP2SR). Le gène ARNr 18S de Juglans regia 
(AF399876) a été utilisé comme gène de référence pour la normalisation des transcrits des 
gènes cibles. 
A l’obscurité, pour les différentes espèces étudiées, la faible KF est associée à une faible 
accumulation des transcrits PIP1s et PIP2s. A la lumière, la stimulation de la KF chez Juglans 
regia est associée à une accumulation à la fois des transcrits JrPIP1s (3 fois) et JrPIP2s 
(7fois) (Fig. 16B). Pour Fagus sylvatica et Quercus robur, seuls les transcrits PIP1s sont 
augmentés d’un facteur 2 à la lumière. Les PIP2s sont plutôt réprimés à la lumière. Par contre, 
pour Salix alba et Populus tremula, à l’exception de PopPIP2s, aucune différence n’a été 
observée pour les transcrits PIP1s et PIP2s entre les conditions obscurité et lumière (Fig. 16 
B). Ce résultat indique que contrairement aux autres espèces étudiées, l’effet de la lumière sur 
la KF de noyer est significativement corrélé à l’accroissement des transcrits des JrPIP1s et 
JrPIP2s.  Par conséquent, les feuilles de noyer offre un cadre physiologique robuste pour 
comprendre le déterminisme moléculaire de l’effet de la lumière sur leur conductance 
hydraulique.    
3- Identification de 8 nouvelles isoformes d’aquaporines chez Juglans regia 
et étude de leur réponse à la lumière 
3.1- Conception des amorces  
Jusqu’à présent, tous les travaux menés sur la relation entre KF et les aquaporines chez 
le noyer ont porté sur deux isoformes d’aquaporines (JrPIP2,1 et JrPIP2,2), initialement 
isolées de parenchyme de xylème d’un rameau d’un an (Sakr et al, 2003). Pour acquérir 
d’autres informations sur le rôle des aquaporines dans ce processus physiologique, nous avons 
entrepris l’isolement d’autres isoformes dans les feuilles de noyer exposées à la lumière. Des 
amorces dégénérées PIP1 sens (PIP1DF) ou PIP2 sens (PIP2DF) et l’amorce race 3’ (MM, 
tableau III)  ont été utilisées.  
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Figure 20 : Analyse phylogénétique des aquaporines PIP1 et PIP2 chez Juglans regia (Jr), Populus 
trichocarpa (Poptr), Vitis vinifera (Vv), Arabidopsis thaliana (At) et Quercus macrocarpa (Qm). 
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Cette stratégie nous permet de différencier les isoformes d’aquaporines par la séquence 
nucléotidique de leur région 3’UTR, qui est généralement spécifique de chaque isoforme. Les 
fragments obtenus qui ont une taille d’environ 800pb (Fig. 19) ont été clonés dans le vecteur 
pGEM T-easy (promega) en vue du séquençage.  
Les séquences nucléotidiques ainsi obtenues ont été alignées avec les deux isoformes déjà 
identifiées JrPIP2.1 et JrPIP2.2 ainsi que des séquences d’aquaporines PIP1 et PIP2 
d’Arabidopsis (AtPIP1 et AtPIP2) et servit de matrice pour dessiner les amorces spécifiques 
de chaque isoforme. La spécificité de ces amorces a été testée ainsi que leur température 
optimale d’hybridation (MM, tableau III). Le gène ARNr 18S de Juglans regia (AF399876) a 
été utilisé comme gène de référence pour la normalisation des transcrits des gènes cibles. 
3.2-Analyse des séquences protéiques des JrPIPs identifiées et étude phylogénétique  
8 nouvelles isoformes ont été identifiées, leurs séquences protéiques JrPIPs identifiées 
présentent les caractéristiques des MIPs (annexe 3). L’analyse phylogénétique de ces 
séquences montrent que 4 d’entre elles appartiennent à la sous-famille PIP1 des aquaporines 
et les 4 autres à la sous-famille PIP2 (Fig. 20). Les 4 JrPIP1 contiennent 287, 290, 285 et 292 
acides amines et présentent une similarité d’environ 87% (Fig. 21). Les 4 nouvelles JrPIP2 
contiennent 284, 280, 281 et 239 acides amines et présentent une similarité d’environ 80% 
avec les séquences protéiques de JrPIP2;1 et JrPIP2;2 (Sakr et al, 2003). La similarité entre 
les JrPIP1 et JrPIP2 est moins de 70% ce qui est en accord avec la nomenclature des PIPs 
(Johanson et al, 2001). 
Tous les JrPIP1 présentent une plus longue extrémité aminique (NH2) et une plus  courte 
extrémité carboxylique (COOH) comparé aux JrPIP2. Toutes les séquences identifiées sont 
disponibles sous les numéros d’accession suivants : JrPIP1;1 (FJ971053), JrPIP1;2 
(FJ971054), JrPIP1;3 (FJ971055) JrPIP1;4 (FJ970489), et JrPIP2;3 (FJ971056), JrPIP2;4 
(FJ971057), JrPIP2;5 (FJ971058) JrPIP2;6 (FJ971059). 
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Figure 21 : Pourcentage des acides aminés identiques entre les sequences protéiques JrPIP1s  et 
JrPIP2s. Les pourcentages sont calculés en utilisant l’application NCBI bl2seq algorithm. 
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3.3-Profils d’expressions des 10 JrPIPs en fonction d’une cinétique lumière 
Afin de mieux comprendre le lien entre la stimulation de la KF et l’accumulation des 
transcrits d’aquaporines à la lumière, les profils d’expression des 10 JrPIPs ont été  étudiés 
sur la cinétique lumière suivante: [0-obscurité; 15min-lum; 1H-lum; 2H-lum et obs (1H après 
le retour à l’obscurité)]. La figure 22 A, montre à nouveau que les feuilles exposées à la 
lumière, présentent une KF élevée avec un maximum au bout de 2h d’exposition à la lumière. 
Pour toutes les isoformes JrPIP1s et JrPIP2s identifiées, l’accumulation de leurs transcrits 
augmentent entre 1h (JrPIP1,1; JrPIP1,2; JrPIP1,3; JrPIP2,1 et JrPIP2,4) ou 2h (JrPIP1,4; 
JrPIP2,2 et JrPIP2,6) d’exposition à la lumière, sauf pour JrPIP2.3 qui atteint son maximum 
d’accumulation à 15min de lumière (Fig 22 B, C). La plus forte accumulation a été observée 
pour JrPIP2.1 (8 fois). En particulier, la stimulation des transcrits d’aquaporines à la lumière 
a été plus prononcée pour les isoformes JrPIP2s comparé à ceux des JrPIP1s.  
Quand les feuilles sont remises à l’obscurité, la KF diminue progressivement jusqu’à atteindre 
sa valeur initiale. Parallèlement, le taux des transcrits de la plupart des isoformes JrPIPs 
chutent à l’obscurité. 
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Figure 22 : Evolution de la  KF (A) ainsi que l’abondance relative de 4 JrPIP1s (B) et 6 JrPIP2s (C) 
dans des feuilles de Juglans regia exposées à différentes durées d’éclairement (0, 15mn, 1h, 2h et 
obscurité). 
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4- Rôle de la lumière bleue dans la modulation de la KF par la lumière 
En tant que facteur environnemental, la lumière peut agir sur un processus 
physiologique soit quantitativement soit qualitativement. Des études précédentes ont montré 
que la KF de chêne est régulée par la lumière bleue et rouge  (Voicu et al, 2008). Cependant, 
aucune information n’est disponible sur le rôle des aquaporines dans cette réponse. Ici,  nous 
avons caractérisé l’effet de la lumière bleue sur la KF et la quantité de transcrits d’aquaporines 
chez le noyer. Le profil de la KF des feuilles privées de lumière bleue (exposées à la lumière 
blanche en présence d’un filtre anti-bleu) a été comparé à celui des feuilles exposées à la 
lumière blanche. Ces mêmes feuilles ont servi pour l’étude des profils d’expression des 10 
JrPIPs. 
4.1- Etude de l’effet de la lumière bleue sur la régulation de la KF    
Deux stratégies ont été adoptées : la première consiste à exposer les feuilles 
immédiatement après la phase d’obscurité à la lumière en présence du filtre anti bleu et à 
l’enlever après une heure (Fig. 23A). La deuxième consiste à installer le filtre anti-bleu quand 
la KF atteint sa valeur maximale environ après 90min d’exposition à la lumière (Fig. 23B). 
A l’obscurité, la KF est faible et constante dans les feuilles témoins (7 mmol s-1 m-2 
MPa-1), tandis qu’elle augmente immédiatement pour atteindre un maximum de 23 mmol s-1 
m-2 MPa-1 quand les feuilles sont exposées à la lumière. L’utilisation d’un filtre anti-bleu 
pendant une heure réduit significativement la KF à 8 mmol s-1 m-2 MPa-1. Cette dernière 
retrouve sa valeur maximale quand le filtre est enlevé (-LB (1), Fig. 23 A). 
Par ailleurs, quand le filtre anti-bleu est utilisé une fois la KF ait atteint sa valeur maximale à 
la lumière, cette dernière diminue légèrement et très lentement comparé au retour à l’obscurité 
des feuilles témoins pour atteindre 18 mmol s-1 m-2 MPa-1 (-LB (2), Fig. 23 B). 
La figure 23 C montre que l’utilisation du filtre anti-bleu directement après la phase obscure 
(- LB(1)), réduit la KF de 65 % par rapport au feuilles témoins. L’utilisation de ce filtre au 
plateau pendant la phase lumineuse (-LB (2)) réduit la KF uniquement de (22 %) par rapport 
aux feuilles témoins. 
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Figure 23 : Effet de l’absence de la lumière bleue sur la KF des feuilles de Juglans regia en 
comparaison avec les feuilles témoins. Les astérisques représentent les résultats significatifs (test t-
student). (A) le filtre antibleu est appliqué pendant 1h après la phase obscure (-LB1). (B) le filtre 
antibleu est appliqué après 90min d’illumination (-LB2). (C) valeurs de KF dans les feuilles témoins, 
les feuilles traitées –LB1 et –LB2. 
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4.2-Etude de l’effet de la lumière bleue sur la régulation des transcrits des JrPIPs 
Les feuilles placées sous le filtre anti-bleu (donc privée de lumière bleue) ont été 
récoltées du dispositif  HPFM et ont servi pour l’étude  moléculaire. L’accumulation des 
transcrits des 10 JrPIPs a été étudiée dans les feuilles traitées 1h avec le filtre anti-bleu (-LB 
1)  en comparaison avec l’accumulation maximale des transcrits correspondant à 1h 
d’exposition à la lumière blanche. 
La figure 24 montre, sauf pour JrPIP1.4, que les transcrits de la majorité des 
isoformes JrPIPs étudiées sont significativement accumulées à la lumière. Quand les feuilles 
sont privées de la lumière bleue, les transcrits JrPIPs sont fortement réprimés sauf pour 
JrPIP2.1 et  JrPIP2.6 qui semblent être faiblement affectés par l’absence de cette qualité de 
lumière.  
Le taux d’accumulation des transcrits JrPIPs dans les feuilles privées de lumière bleue est 
plus faible que le taux basal d’expression à l’obscurité sauf pour JrPIP1.2. La plus forte 
inhibition a été observée pour JrPIP2.3 and JrPIP2.5 avec une diminution de 6 et 8 fois 
respectivement comparé avec le niveau basal d’expression à l’obscurité. 
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Figure 24 : Effet de l’absence de la lumière bleue sur les transcrits d’aquaporines dans les feuilles de  
Juglans regia.  Les astérisques représentent les résultats significatifs (test t-student) (* : 0,01<P<0,05 ; 
** : 0,001<P<0,01 ; *** : P<0,001). 
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5- Discussion    
La réponse de la KF à la lumière dépend de l’espèce étudiée  
La stimulation de la KF à la lumière varie selon les espèces (Sack et Tyree, 2005, Sack 
et Holbroock, 2006) ; elle peut être faible (stimulation de < 1.5 fois) ou forte (de 2 à 7 fois) 
selon l’espèce étudiée (Cochard et al, 2007 ; Sack et al, 2003 ; Tyree et al, 2005 ; Voicu et al, 
2008). Ici, nous reportons une forte stimulation à la lumière de la KF chez Quercus robur, 
Fagus sylvatica et Juglans regia (facteur de 7, 3 et 4, respectivement). Par ailleurs, nous 
observons une plus faible stimulation chez Populus tremula (facteur de 1.5) (Fig. 16A).  
Aussi, le maximum de stimulation de la KF varie selon les espèces étudiées, de 7 mmol m-2 s-1 
MPa-1 chez Fagus sylvatica à 26 mmol m-2 s-1 MPa-1 chez Juglans regia. Selon une étude qui 
a porté sur 107 espèces a montré, le maximum de stimulation de la KF à la lumière varie de 
0.76 à 49 mmol m-2 s-1 MPa-1 (Sack et Tyree, 2005). Ces différences interspécifiques restent 
encore inexplicables. Des études suggèrent que les différences dans l’intensité de la KF 
dépendent de la contribution de la voie xylémienne et extraxylémienne dans la feuille (Sack et 
Holbrook, 2006). Par exelmple, si la résistance du xylème (Rxylem) est une composante 
majeure comme dans les feuilles de Quercus rubra et Acer saccharum (Zwieniecki et al, 
2002, Sack et al, 2004), les variations interspécifiques de l’architecture des nervures peuvent 
expliquer les différences de RF entre ces espèces. Par ailleurs, si la Rxyleme est négligeable 
comparée à la Rextraxylemienne, dans ce cas les différences de Rxyleme entre les espèces auraient un 
faible impact sur la RF totale (Sack et Holbrook 2006). D’autres études ont montré que la 
Rxyleme est du même ordre que la Rextraxylemienne (Cochard et al, 2004 ; Gascό et al, 2004 ; 
Nardini et al, 2005a ; Sack et al, 2004 ; Sack et al, 2005) et que les espèces diffèrent par leur 
partage.  
Ainsi, les caractéristiques structurales comme la densité, la taille, la géométrie des faisceaux 
vasculaires et leur arrangement dans les nervures qui sont très variables selon les espèces 
(Roth-Nebelsik et al, 2001), semblent jouer un rôle majeur dans la distribution de l’eau dans 
la feuille. Par exemple, une forte densité des nervures secondaires correspond à une 
conductivité hydraulique foliaire élevée, en raison d’une plus grande surface d’échange entre 
l’eau du xylème avec le mésophylle (Cochard et al, 2004), et du transport d’eau à travers de 
courtes distances en dehors du xylème. (Roth-Nebelsick et al, 2001; Sack et Frole, 2006). 
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La corrélation entre KF et transcrits d’aquaporines n’est pas générale  
La contribution des aquaporines dans le transport d’eau a été reportée dans les feuilles 
de noyer. Pour cette espèce, le rôle de deux aquaporines du type PIP2 (JrPIP2.1 et JrPIP2.2) 
dans la stimulation de la KF à la lumière a déjà été démontré (Cochard et al, 2007). Ici, les 
résultats de la figure 22B et C concordent avec ces derniers travaux et prouvent la 
participation des deux sous-familles d’aquaporines identifiées chez le noyer dans la 
stimulation de la KF à la lumière. Nous avons identifié 8 nouvelles isoformes : 4 isoformes de 
la sous famille PIP1 (JrPIP1,1 ; JrPIP1,2 ; JrPIP1,3 et JrPIP1,4) et 4 de la sous-famille PIP2 
(JrPIP2,1; JrPIP2,2; JrPIP2,3; JrPIP2,4; JrPIP2,5; JrPIP2,6). Pour les 10 JrPIPs étudiées 
l’accumulation de ces transcrits a été observée après 1 à 2h d’exposition à la lumière pour les 
transcrits des deux familles PIP1 et PIP2 sauf pour JrPIP2.3 qui semble être une isoforme 
précoce (Fig. 22C). 
Néanmoins, la stimulation des transcrits d’aquaporines de noyer à la lumière a été plus 
prononcée pour les isoformes JrPIP2s comparé à ceux des JrPIP1s (Figs. 22B et C). Il 
semble que les aquaporines du type PIP1 seraient moins impliquées que les PIP2 dans la 
stimulation de la KF à la lumière. Des observations similaires ont été reportées chez d’autres 
espèces ; la co-présence des PIP1 et PIP2 a été reportée dans les feuilles d’Arabidopsis 
thaliana (Jang et al, 2004 ; Postaire et al, 2010), de riz (Sakurai et al, 2005; 2008), de mais 
(Hachez et al, 2008) et de chêne (Quercus macrocarpa) (Voicu et al, 2009). Ces aquaporines 
ont des fonctions différentes et complémentaires dans la feuille. Par exemple, NtAQP1 assure 
le transport de glycérol (Biela et al, 1999) et la diffusion du CO2 (Sade et al, 2010). Tandis 
que les PIP2 assurent principalement le transport de l’eau à travers les membranes. Voicu et 
al (2009) a également reporté une faible activité des PIP1 comparés aux PIP2 chez Quercus 
macrocarpa. Le transport de l’eau dans la feuille est aussi augmenté par 
l’hétérotétramérisation entre PIP1 et PIP2 (Fetter et al, 2004 ; Zelazny et al, 2007). 
Cependant, la corrélation positive entre la stimulation de la KF à la lumière et celle des 
transcrits d’aquaporines n’est pas valable pour toutes les espèces étudiées. Chez Arabidopsis 
thaliana, aucune différence n’a été notée quant à la KF des plantes sauvages et des plantes 
double antisens dont l’expression des PIP1 et PIP2 a été réduite (Martre et al, 2002). Aussi, 
chez le tabac, aucune différence n’a été notée entre la KF des plantes sauvages et celle des 
plantes transgéniques ayant une surexpression de PIP2.5 et PIP1.4 sous deux régimes 
lumineux (Lee et al, 2009). De plus, des études ont montré que la conductivité hydraulique 
cellulaire diminue dans les feuilles en réponse à une forte intensité lumineuse, probablement 
par inhibition des aquaporines (Kim et Steudle, 2007, 2009 ; Lee et al, 2008, 2009). 
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Récemment, une étude a montré que l’obscurité stimule les transcrits de certaines PIP dans les 
feuilles d’Arabidopsis, en particulier AtPIP1;2 (initialement nommée AthH2 ou PIP1b 
(Kaldenhoff et al, 1995)),  qui assure la majeure proportion du transport de l’eau via les 
aquaporines dans les plantes cultivées à l’obscurité pour de longues périodes (Postaire et al, 
2010). 
Dans cette étude, la plus grande stimulation de KF a été observée pour Quercus robur et 
Juglans regia avec 14 et 26 mmol s-1 m-2 MPa-1, respectivement après 2h d’exposition à la 
lumière. Seulement aucune corrélation n’a été trouvée entre le taux de stimulation de KF et 
celle des transcrits d’aquaporines sauf pour le noyer (Juglans regia) (Fig. 16B). Chez Quercus 
robur la stimulation de la KF à la lumière est accompagnée par une inhibition des transcrits de 
PIP2 alors que les transcrits PIP1 restent constants comparés avec les feuilles témoins 
(obscurité) (Fig. 16B). Le même profil d’expression a été observé chez Fagus sylvatica. 
L’absence de corrélation entre la réponse de KF et celle des transcrits d’aquaporines à la 
lumière a été aussi reporté chez Quercus macrocarpa (Voicu et al, 2009). Les auteurs 
suggèrent que les aquaporines ne jouent pas un rôle dans la réponse de la KF à la lumière, par 
contre elles contribueraient au maintien de l’homéostasie foliaire sous différentes conditions 
d’éclairement. De même, la faible stimulation de KF chez Populus tremula semble être 
indépendante de l’expression d’aquaporines (Fig. 16A et B). Elle serait plutôt liée au 
métabolisme foliaire et non à la participation des aquaporines (Voicu et Zwiazek, 2010).   
 
Contribution majeure de la lumière bleue dans la stimulation de la KF et des 
transcrits JrPIPs 
La lumière module l’expression des gènes soit quantitativement soit qualitativement  
(Girault et al, 2008 ; Voicu et al, 2008). Dans cette partie, nous nous sommes intéressés à 
apprécier le rôle de la lumière bleue dans la modulation de la KF ainsi que les transcrits 
d’aquaporines chez le noyer par la lumière. L’utilisation du filtre anti-bleu réduit la KF 
d’environ 65 % dans les feuilles privées de lumière bleue par rapport aux feuilles témoins 
exposées à la lumière blanche (8 mmol s-1MPa-1 au lieu de 23 mmol s-1MPa-1) (Fig. 23C). Ce 
résultat concorde avec la seule et la première étude qui porte sur l’effet de la qualité de 
lumière sur la KF de Quercus macrocarpa (Voicu et al, 2008). Selon cette dernière étude, la 
stimulation de la KF est plus importante en présence de lumière bleue ou verte que les autres 
longueurs d’onde. Aussi, la réponse de la KF à la lumière blanche est plus importante que celle 
de l’une des longueurs d’onde appliquée individuellement (Voicu et al, 2008). 
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Quant à l’accumulation des transcrits JrPIPs à la lumière, globalement toutes les 
isoformes JrPIP1 et JrPIP2s (sauf JrPIP1.4) se trouvent stimulées après 1h d’éclairement par 
la lumière blanche. Dans les feuilles privées de lumière bleue, les taux des transcrits 
d’aquaporines baissent remarquablement sauf pour JrPIP2.1 et  JrPIP2.6 dont les taux sont 
similaires à ceux des feuilles témoins (Fig. 24). L’expression de ces aquaporines serait 
indépendante de la lumière bleue, elles seraient potentiellement responsables des 35% de 
stimulation de la KF en absence de cette qualité de lumière par rapport à l’obscurité. 
Aussi, en absence de lumière bleue, la majorité des transcrits d’aquaporines (JrPIP2,3, 
JrPIP2,4; JrPIP2,5; JrPIP1,1; JrPIP1,3 et JrPIP1,4) se trouvent fortement réprimés ; ceci 
suggère la contribution majeure de la lumière bleue dans la stimulation des aquaporines à la 
lumière. Chez Arabidopsis thaliana l’expression de l’aquaporine AthH2 est induite par la 
lumière bleue. L’activation de son promoteur a été observée dans les tissus subissant une 
élongation cellulaire  tels que la zone l’élongation racinaire, les cellules stomatiques et les 
cellules des faisceaux vasculaires suite à l’irradiation des plantes avec la lumière bleue 
(Kaldenhoff et al, 1995). Contrairement à la lumière rouge qui ne semble pas avoir un effet 
sur l’activité de son promoteur (Kaldenhoff et al, 1996). Chez le tabac, plusieurs sites de 
fixation de la flavine (un chromophore qui absorbe la lumière dans les photorécepteurs) ont 
été identifiés chez NtAQP1. La fixation de la flavine à la protéine peut être induite 
photochimiquement par la lumière bleue, ce qui évoque le rôle potentiel de l’aquaporine 
NtAQP1comme photorécepteur (Lorenz et al, 2003). 
Des études utilisant des filtres à d’autres longueurs d’ondes en particulier la lumière 
rouge seraient d’un grand intérêt pour étudier la contribution de chaque longueur d’onde dans 
la stimulation de la KF et les transcrits d’aquaporines de noyer à la lumière. 
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Partie 2 : 
Recherche des marqueurs moléculaires précoces 
accompagnant la modulation de la KF par  la lumière chez le 
noyer (Juglans regia) 
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1- Introduction 
Dans cette partie, nous nous sommes intéressés à caractériser les mécanismes 
moléculaires accompagnant la modulation de la KF ainsi que la régulation des transcrits 
JrPIPs par la lumière chez le noyer. Pour cela, une approche globale cDNA AFLP a été 
développée sur une cinétique de 2h de lumière avec un retour à l’obscurité, visant à identifier 
des acteurs moléculaires précoces qui potentiellement pourraient être impliqués dans ce 
processus. 
La technique cDNA AFLP consiste à amplifier des fragments d’ADNc digérés par des 
enzymes de restriction et à les séparer sur un gel de polyacrylamide en condition dénaturante. 
L’analyse de l’intensité des bandes générées fournit des données sur le polymorphisme 
d’expression au cours du temps. 
2- Etude sans apriori cDNA AFLP du profil transcriptionnel de la réponse 
à la lumière 
2.1- Echantionnage et extraction des ARNtx  
Les feuilles de noyer ayant servi aux mesures de la KF sont débranchées du système 
HPFM après exposition à différentes durées d’éclairement (0, 15mn, 30mn, 1h, 2h et 
obscurité), puis directement plongées dans l’azote liquide pour être stockées à -80°C. Ces 
feuilles constituent le matériel de départ pour l’extraction des ARNtx. 
Etant donné que la qualité des ARNtx  de départ constitue un facteur déterminant pour 
la réussite de l’AFLP, ces derniers sont d’abord dosés au spectrophotomètre Nanodrop (ND-
1000), puis leur qualité a été validée sur gel d’agarose 2% (Fig. 25). 
2.2- L’approche cDNA AFLP  
Les différentes étapes de la technique cDNA-AFLP sont détaillées dans le chapitre 
matériel et méthodes. Une mise au point de la technique ainsi que des tests de répétitivité ont 
toutefois été réalisés. Les ARNtx extraits sont retro-transcrits par double transcription reverse 
en utilisant une amorce contenant un site de restriction EcoRI (oligodT 30- EcoRI). Les 
ADNcdb ainsi obtenus, sont purifiés puis leur qualité est contrôlée par dépôt sur gel d’agarose 
1.5%. L’obtention d’un smear d’ADN clairement appréciable entre 0.5 et 4Kb et homogène 
entre les échantillons témoigne de la bonne qualité de nos échantillons  (Fig. 26). 
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Figure 25 : Profil électrophorétique  de 0.5µg d’ARNtx  extraits de feuilles de noyer (Juglans regia) 
sur gel d’agarose 2% dans du TAE 0.5X. 
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Figure 26 : Profil électrophorétique de 2µg d’ADNcdb purifié ssur gel d’agarose 1.5% dans du TAE 
0.5X. 
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Figure 27 : Vérification d’une amplification non sélective utilisant les amorces Eco 0 et Msp 0 sur gel 
d’agarose 2% dans du TAE 0.5X. 
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Figure 28 : Exemple d’une amplification sélective utilisant les amorces EcoA et MspI CC sur gel 
d’agarose 2% dans du TAE 0.5X.
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Les ANDc db sont ensuite digérés simultanément par une combinaison de deux enzymes de 
restriction. Dans notre étude nous avons utilisé deux combinaisons d’enzymes : EcoRI –MseI 
et EcoRI –MspI. EcoRI est une endonucléase à coupure rare, MseI et MspI sont des 
endonucléases à coupure fréquente. Cette combinaison d’enzymes de restrictions peut générer 
trois types de fragments : 
? Des fragments MseI-MseI ou MspI-MspI 
? Des fragments MseI- EcoRI ou MspI- EcoRI 
? Des fragments EcoRI - EcoRI 
Afin de s’assurer que la digestion enzymatique a été complètement réalisée, le dépôt des 
produits de restriction ne doit montrer aucune bande de haut poids moléculaire sur gel 
d’agarose mais une légère trainée traduisant l’existence d’une multitude de fragments de taille 
voisine.  
La ligation des adaptateurs double brin aux extrémités cohésives générées par la 
restriction, sert à créer des sites d’hybridation d’amorces pour une éventuelle amplification. 
Ainsi on peut amplifier un fragment d’ADN sans connaître sa séquence nucléotidique. 
Une préamplification non sélective est réalisée en utilisant des amorces correspondant 
à la séquence des adaptateurs. Celle-ci est suivie par une amplification sélective en utilisant 
des amorces débordantes correspondant à la séquence des adaptateurs portant des extensions 
aléatoires de 1 à 2 bases (1base pour EcoRI et 2 bases pour MseI et MspI). Pour chaque 
couple d’enzyme, 64 combinaisons d’amorces sont possibles. En tout, 128 combinaisons 
d’amorces ont été utilisées pour notre étude et la qualité des amplifications a été testée sur gel 
d’agarose 2% (Fig. 27). 
Le profil d’un exemple d’une amplification sélective (Fig. 28), montre une trainée 
foncée et continue correspondant à une multitude de bandes amplifiées et tassées indiquant le 
grand nombre d’amplifiats qui diffèrent par leur taille et témoignant d’un polymorphisme 
entre les différents points de la cinétique lumière utilisée. 
Les produits d’amplification sélective sont séparés sur gel de polyacrylamide 5% en condition 
dénaturante puis colorés au nitrate d’argent 0.1%. Les différentes bandes visualisées sont 
appelés TDFs (transcrits différentiels dérivés). Au total, sur les 16 gels AFLP réalisés, environ 
12000 TDFs ont étés générés en utilisant les 128 combinaisons d’amorces, leur taille varie 
entre 50 et 1300 pb. La figure 29 illustre un exemple type d’un gel AFLP avec 8 
combinaisons d’amorce et la cinétique lumière utilisée. 
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Figure 29 : Exemple de gel polyacrylamide montrant le polymorphisme de taille des fragments 
d’amplifications grâce à 8 combianaisons d’amorces à partir des feuilles de Juglans regia exposées à 
différentes durées de lumière. (A) marqueur constitutif, (B) marqueur induit par la lumière et (C) 
marqueur réprimé à la lumière. 
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L’analyse des gels a montré 592 TDFs différentiellement exprimés selon la durée 
d’éclairement. 225 TDFs ont été classés comme marqueurs « précoces » dans leur réponse à 
la lumière (15 et/ou 30min). Parmi les 225 TDFs précoces, nous avons compté 126 marqueurs 
stimulés et 99 marqueurs réprimés par lumière. Selon cette classification, les bandes AFLP 
ont été excisés des gels, réhydratés dans l’eau DNase free puis ré-amplifiés par PCR en vue de 
leur séquençage. La figure 30 montre un exemple de ré-amplification issue d’une suspension 
de différentes  bandes AFLP. 
La recherche d’homologies de séquences a été réalisée grâce aux applications Blastn et 
Blastx. Le Blastn permet de comparer une séquence nucléotidique aux banques de données 
nucléotidiques ; le Blastx traduit une séquence nucléotidique et la compare aux banques de 
données protéiques. Au final, l’analyse des séquences nucléotidiques a montré 38 TDFs ayant 
des séquences redondantes, les 187 TDFs restantes ont servi dans la recherche d’homologies 
de séquences. La E-value (expectation value) maximale a été fixée à 10-4 sauf pour TDF046 
qui présente une E-value de 1.1 mais  87% d’homologies avec ATERF5 (ethylene responsive 
element binding factor type 5) d’Arabidopsis thaliana (BAA97157). Toutes les valeurs E-
value sont issues de la recherche Blastx sauf pour TDF107 et TDF073 dont les E-value 
proviennent de la recherche Blastn.  
Les séquences des TDFs retenus dans notre étude, sont disponibles dans la base de 
données nucléotidique GenBank/EMBL. La taille, le profil AFLP, le n° d’accession, la 
fonction putative ainsi que la E- value sont résumés dans le tableau IV. 
Parmi les 187 séquences obtenues, aucune annotation fonctionnelle n’a pu être trouvée 
pour 47.6 % d’entre elles soit 89 séquences. Parmi ces dernières, 21 séquences avaient des 
annotations du type « protéines hypothétiques ». Par ailleurs aucune similarité n’a été trouvée 
pour les 68 séquences restantes (annexe 4) dont 31 gènes stimulés et 37 réprimés par la 
lumière. Cette absence d’identité peut s’expliquer soit par des nouveaux gènes non encore 
identifiés soit par l’obtention des séquences très courtes, soit par des séquences localisées 
dans la partie hautement variable du gène. 
De plus, 5 TDFs montrent des homologies de séquences avec des gènes de 
procaryotes, probablement due à une contamination lors de l’une des étapes de la cDNA 
AFLP. Les 93 séquences restantes pour lesquelles une fonction putative a été trouvée, ont été 
classées en 10 catégories fonctionnelles comme suit : métabolisme carboné, métabolisme 
d’acides gras, métabolisme des dérivés, métabolisme cellulaire, transport, maintenance 
protéique, transduction du signal, stress et défense, protéines de régulation et maintenance 
ARN/ADN (Fig. 31). 
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Figure 30 : Vérification de l’amplification de plusieurs bandes récupérées du gel AFLP sur gel 
agarose 1.5% et dans du TAE 0.5X. 
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Une grande proportion des gènes différentiellement exprimés selon la durée 
d’éclairement (20.5%) interviennent dans la transduction du signal. Cette catégorie est suivie 
d’une importante proportion des gènes intervenant dans la maintenance protéique (15%), la 
maintenance des ARN/ADN (12.9%) et la régulation protéique (9.7%). Les plus faibles 
proportions sont représentés par les gènes de stress et de défense (6.4%), le transport (5.4%) 
ainsi que le métabolisme de dérivés (3.2%). 
3-Validation de l’approche cDNA-AFLP  
3.1- Sélection de 30 gènes différentiellement exprimés à la lumière et conception des 
amorces  
Afin de valider les profils d’expression à l’issue de l’analyse cDNA-AFLP, 30 gènes 
ont été sélectionnés selon leur réponse précoce à la lumière, dont 21 gènes stimulés et 9 gènes 
réprimés par la lumière. Le tableau V résume toutes les informations concernant ces gènes. 
Les amorces correspondantes (MM, tableau III) ont été dessinées de façon à encadrer la 
séquence de chaque gène après avoir enlevé la séquence des amorces AFLP et celle des 
adaptateurs. Quand la séquence obtenue d’un gène est très courte ou ne montre aucune 
homologie avec des séquences connues, nous procédons à une recherche d’homologie de 
séquence dans les bases de données EST juglans, afin de rallonger la séquence de départ. 
Cette étape permet à la fois de valider la fonction putative du gène isolé et de disposer d’une 
séquence assez longue pour dessiner des amorces plus spécifiques. Ceci a été réalisé pour les 
ADNc suivants : 
TDF Fonction putative EST juglans 
TDF171 RAV/ AP2 domain transcription factor  EL896913 
TDF005 Ribulose bisphosphate carboxylase   EL896246 
TDF148 ATP synthase beta subunit  EL895584 
TDF087 BTB and TAZ domain binding protein EL895772 
TDF121 Heat shock transcription factor protein  EL892172 ; EL899692 
TDF104 NADH-plastoquinone reductase  EL893246 
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Tableau IV : Classification fonctionnelle des TDFs précocement modulés par la lumière dans les 
feuilles de noyer. La recherche d’homologies de séquence est réalisée en utilisant la fonction Blast X 
et Blast N. 
 
 
 
TDF       N°        Profil    Taille                     Similarité putative  E value 
           d’accession AFLP    pb   
 
 
Métabolisme carboné 
 
TDF005 GR410238 + 093 Ribulose bisphosphate carboxylase [Juglans nigra-AF206785]           6e-10 
TDF094 GR410322 + 217 Photosystem II protein J [Nicotiana tabacum-NP054513] 7e-08 
TDF125 GR410345 + 257 Formate dehydrogenase [Quercus robur-CAE12168] 9e-35 
TDF150 GR410364 + 220 Photosystem II protein D1 [Phaseolus vulgaris-ABH88068]               1e-28 
TDF168 GR410375 - 203 Amilase β-type [Cicer arietinum-CAA07229]   2e-23 
TDF169 GR410376 - 134 Xyloglucan endotransglycosylase [Cucumis sativus-CAD87536] 3e-11 
TDF181 GR410388 - 194 Formate dehydrogenase [Quercus robur-CAE12168] 4e-24 
 
Métabolisme d’acide gras 
 
TDF006 GR410239 + 182 Allene oxide cyclase [Medicago truncatula-CAC83767] 1e-12 
TDF021 GR410253 + 082 Fatty acid hydroxylase/desaturase [Ricinus communis-EEF39915] 3e-05 
TDF146 GR410361 + 171 Fatty acid hydroxylase/desaturase [Ricinus communi-EEF39915s] 4e-05 
TDF129 GR410348 + 110 Fatty acid hydroxylase/desaturase [Ricinus communis-EEF39915] 3e-13 
TDF110 GR410337 + 238 Ceramidase [Vitis vinifera-CAO21530] 6e-36 
TDF111 GR410338 + 263 Ceramidase [Vitis vinifera-CAO21530] 1e-29 
TDF114 GR410340 + 203 Sérine C-palmitoyltransferase [Vitis vinifera-CAO67084] 8e-26 
TDF053 GR410284 - 213 Patatin-like phospholipase [Vitis vinifera-XP002282546] 1e-27 
TDF215 GR410415 - 302 Triacylglycerol lipase [Arabidopsis thaliana-EEE84272] 1e-06 
 
Métabolisme des dérivés 
 
TDF034 GR410265 - 058 Maturase chloroplast gene [Juglans regia-AF118038] 5e-08 
TDF104 GR410331 + 060 NADH-plastoquinone reductase[Illicium oligandrum-YP001294275] 4e-05 
TDF163 GR410372 - 060 NADH-plastoquinone reductase[Illicium oligandrum-YP001294275] 4e-05 
 
Métabolisme cellulaire 
 
TDF015 GR410247 + 150 NADH dehydrogenase ND1 sub. [Guizotia abyssinic-ACB86576] 1e-07 
TDF019 GR410251 + 158 Hexose-phosphate guanyltransferase [Prunus persica-BAH03300] 5e-20 
TDF024 GR410256 + 239 Adenosine 5'-phosphosulfate reductase [P. trichocarpa-AAQ57202] 2e-34 
TDF025 GR410257 + 139 Threonine dehydratase/deaminase  [Ricinus communis-EEF33728] 1e-12 
TDF093 GR410321 + 111 Cytochrome P450 monooxygenase [Pyrus communis-AAR25996] 4e-06 
TDF116 GR410342 + 122 Reticuline oxidase precursor [Ricinus communis-EEF32495] 2e-04 
TDF148 GR410363 + 158 Chloroplastic ATP synthase [Juglans mandshu-AAP88222] 2e-21 
TDF178 GR410385 - 383 Alcohol dehydrogenase [Alnus glutinosa-CAJ21172] 3e-64 
TDF204 GR410407 - 156 Alanine aminotransferase [Hordeum vulgare-CAA81231] 2e-10 
 
Transport 
TDF089 GR410318 + 162 Proton-dependent oligopeptide transport [Vitis vinifera-CAO63418] 3e-15 
TDF119 GR410343 + 176 ABC transporter homolog [Populus nigra-EEF10682] 1e-24 
TDF130 GR410349 + 259 ABC transporter homolog [Vitis vinifera-CAO39997] 7e-20 
TDF081 GR410311 + 189 ACT domain-containing protein [Arabidopsis thaliana-AAK74028] 3e-24 
TDF068 GR410298 - 261 Plasma membrane H+-ATPase [Prunus persica-CAB69823] 1e-26 
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Maintenance protéique 
 
TDF011 GR410243 + 142 E3 ubiquitin ligase [Ricinus communis-EEF35056] 6e-10 
TDF147 GR410362 + 249 E3 ubiquitin ligase [Ricinus communis-EEF35056] 4e-20 
TDF090 GR410319 + 238 E3 ubiquitin ligase [Ricinus communis-EEF35056] 7e-27 
TDF070 GR410300 + 345 E2-ubiquitin-protein ligase [Arabidopsis thaliana-NP174228] 4e-23 
TDF143 GR410358 + 325 Ubiquitin-protein ligase [Ricinus communis-EEF40124] 7e-27 
TDF071 GR410301 + 370 RING-finger copine like protein [Ricinus communis-EEF47612]         6e-31 
TDF156 GR410368 + 352 RING-finger copine like protein [Ricinus communis-EEF47612] 4e-31 
TDF077 GR410307 + 247 RING-finger copine like protein [Ricinus communis-EEF47612]         7e-32 
TDF079 GR410309 + 156 Syntaxin121 (SYP121) [Arabidopsis thaliana-NP974288] 7e-11 
TDF026 GR410258 + 152 Alpha-1,3-mannosyltransferase [Mus musculus-NP064382] 2e-10 
TDF225 GR410424 + 206 ADP-ribosylation factor 1 [Populus trichocarpa-XM002320238] 2e-35 
TDF030 GR410262 + 085 F-box family protein [Arabidopsis thaliana-NP568408] 1e-04 
TDF191 GR410397 + 138 Armadillo/catenin repeat family protein [A. thaliana-NP201421]        3e-08 
TDF216 GR410416 - 300 Polyubiquitin [Populus trichocarpa-EEE72016] 3e-05 
 
Transduction du signal 
 
TDF012 GR410244 + 107 Homeotic transcription factor protein [Ricinus communis-EEF38266] 1e-05 
TDF017 GR410249 + 140 Wall-associated kinase [Ricinus communis-EEF52934] 4e-11 
TDF031 GR410263 + 105 CBL-interacting protein kinase [Populus trichocarpa-ABJ91223] 6e-10 
TDF075 GR410305 + 254 Calmodulin [Zea mays-ACG25844] 1e-25 
TDF108 GR410335 + 288 Calmodulin [Quercus petraea-CAH57708] 5e-38 
TDF083 GR410313 + 223 FERONIA receptor-like[Vitis vinifera-CAO49183] 3e-07 
TDF084 GR410314 + 080 Beta family G-protein [Musa acuminate-AY463016] 8e-10 
TDF121 GR410344 + 083 Heat shock transcription factor A4 [Ricinus communis-EEF40128] 3e-40 
TDF138 GR410354 + 166 Serine/threonine kinase [Arabidopsis thaliana-CAB87849] 5e-23 
TDF152 GR410366 + 617 Calcium-dependent protein kinase [Populus trichocarpa-EEE75232] 3e-15 
TDF159 GR410369 + 454 Auxin response factor-like protein [Mangifera indica-AAP06759] 6e-10 
TDF224  GR410423 + 206 Mitogen-activated protein kinase3 [Solanum lycopersicum-U086227] 7e-48 
TDF046 GR410277 - 078 Ethylene responsive binding factor 5 [A. thaliana-BAA97157] 2e-02 
TDF051 GR410282 - 225 WRKY-type transcription factor [Glycine max-ABY84656] 6e-32 
TDF222 GR410421 - 449 WRKY-type transcription factor [Populus trichocarpa-EEE95882] 6e-25 
TDF041 GR410272 - 181 WRKY-type transcription factor [Vitis thunbergii-CAP08303] 1e-06 
TDF060 GR410291 - 073 Heat shock transcription factor A2-type [Pisum sativum-CAA09301] 6e-07 
TDF061 GR410292 - 107 Calcium-binding EF-hand protein [Ricinus communis-EEF41088] 8e-07 
TDF171 GR410378 - 143 AP2 domain transcription factor (RAV1) [Vitis vinifera-CAN68564] 3e-11 
 
Régulation protéique 
 
TDF008 GR410240 + 119 FRS7 (FAR1-Related Sequence 7) [Arabidopsis thaliana-NP566278] 2e-14 
TDF023 GR410255 + 288 ATP-dependent RNA helicase [Oryza sativa Japonica-BAD54014] 4e-36 
TDF087 GR410316 + 131 BTB and TAZ domain protein [Ricinus communis-EEF51878] 5e-08 
TDF029 GR410261 + 098 Heat shock protein 70 [Populus trichocarpa-EEE70412] 7e-08 
TDF064 GR410294 - 223 Heat shock protein 40 / DnaJ homolog [Salix gilgiana-BAA35121] 3e-32 
TDF170 GR410377 - 334 Heat shock protein 70 [Oryza sativa cv.j aponica-AAT39165] 1e-16 
TDF186 GR410393 - 160 Heat shock protein HSP101 [Nicotiana tabacum-AAC83688] 2e-20 
TDF201 GR410404 - 067 Heat shock protein HSP17.8 [Populus trichocarpa-EEE76050] 2e-04 
TDF197 GR410401 - 195 Transducin WD-40 repeat protein [Vitis vinifera-CAO64276] 6e-28 
 
Maintenance ADN/ARN 
 
TDF022 GR410254 + 093 RNA-binding protein, putative [Ricinus communis-XP002279792] 5e-09 
TDF074 GR410304 + 109 CCR4 associated factor 1-related protein [C. annuum-ABG66307] 2e-05 
TDF134 GR410351 + 089 CCR4 associated factor 1-related protein [C. annuum-ABG66307] 3e-05 
TDF135 GR410352 + 089 CCR4 associated factor 1-related protein [C. annuum-ABG66307] 1e-07 
TDF086 GR410315 + 276 DNA-directed RNA polymerase [Vitis vinifera-XP002285900] 4e-38 
TDF073 GR410303 + 299 Plastid 16S rRNA gene [Vitis vinifera-AJ639615] 5e-14 
TDF078 GR410308 + 923 Retrotransposon gag protein [Vitis vinifera-XP002271436] 6e-33 
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TDF107 GR410334 + 315 Ribosomal 26S RNA gene [Juglans nigra-AF479105] 4e-16  
TDF039 GR410270 - 224 Retrotransposon Gag-Pol protein [Solanum demissum-AAT38724] 4e-22 
TDF047 GR410278 - 226 Retrotransposon protein [Oryza sativa-ABF97084] 5e-18 
TDF182 GR410389 - 218 Transposase family tnp2 [Oryza sativa-AAX95566] 1e-14 
TDF196 GR410400 - 212 Reverse transcriptase [Vitis vinifera-CAN79321] 2e-24 
 
Stress et défense  
 
TDF010 GR410242 + 186 Cinnamate 4-hydroxylase [Vitis vinifera-CAO66538] 2e-30 
TDF080 GR410310 + 150 Drought-responsive protein [Arabidopsis thaliana-NP849286] 9e-06 
TDF097 GR410324 + 087 Cinnamoyl-CoA reductase [Betula luminifera-ACJ38670 ] 2e-04 
TDF050 GR410281 - 161 Universal Stress Protein (USP) [Populus trichocarpa-EEE82033] 9e-13 
TDF045 GR410276 - 160 Senescence-associated protein [Pisum sativum-BAB33421] 2e-23 
TDF211 GR410412 - 319 Nonsymbiotic hemoglobin [Alnus firma-BAE75956] 2e-48 
 
Contamination bactérienne 
 
TDF002 GR410236 + 211 Phosphoenolpyruvate synthase [P.syringae. Oryzae-ZP04591238] 2e-32 
TDF160 GR410370 + 176 N-acetylglucosaminyltransferase [Bradyrhizobium sp-CAD90583.] 2e-04 
TDF082 GR410312 + 183 Transposase component [Pseudomonas putida-YP709289] 8e-12 
TDF098 GR410325 + 178 Hypothetical protein [Pseudomonas fluorescens-YP350507] 3e-20 
TDF217 GR410417 - 177 Cell wall-associated hydrolase [Escherichia coli-ABJ03470] 2e-05 
 
Protéines Hypothétiques 
 
TDF018 GR410250 + 159 Hypothetical chloroplastic protein [Nandina domestica-ABI49909] 2e-14 
TDF109 GR410336 + 185 Chloroplast membrane protein [Fagus sylvatica-AF525759] 8e-23 
TDF142 GR410357 + 199 Hypothetical protein [Ricinus communis-EEF30461] 1e-20 
TDF101 GR410328 + 063 Hypothetical protein [Vitis vinifera-CAN82657] 8e-04 
TDF202 GR410405 - 105 Hypothetical protein [Arabidopsis thaliana-AAL49847] 5e-09 
TDF038 GR410269 - 191 Hypothetical protein [Vitis vinifera-XP002275129] 1e-09 
TDF165 GR410374 - 138 Hypothetical protein [Ricinus communis-EEF51999] 2e-06 
TDF176 GR410383 - 263 Hypothetical protein [Vitis vinifera-CAO64333] 9e-27 
TDF172 GR410379 - 182 Hypothetical protein [Populus trichocarpa-EEE87280] 1e-11 
TDF162 GR410371 - 243 Hypothetical protein [Populus trichocarpa-EEE87280] 4e-08 
TDF044 GR410275 - 100 hypothetical protein [Vitis vinifera-CAN75225] 4e-09 
TDF036 GR410267 - 197 Hypothetical Zing-finger protein [Ricinus communis-EEF31539] 4e-19 
TDF207 GR410408 - 315 Hypothetical protein [Arabidopsis thaliana-BAF01964] 2e-53 
TDF173 GR410380 - 315 Hypothetical protein [Arabidopsis thaliana-BAF01964] 2e-53 
TDF185 GR410392 - 167 Hypothetical protein [Populus trichocarpa-EEF09401] 7e-16 
TDF190 GR410396 - 192 Hypothetical protein [Vitis vinifera-CAO14912] 1e-16 
TDF194 GR410399 - 352 Hypothetical protein [Medicago truncatula-ABO81861] 1e-16 
TDF203 GR410406 - 302 Hypothetical chloroplast protein [Morus indica-YP762304] 1e-35 
TDF209 GR410410 - 252 Hypothetical protein [Populus trichocarpa-EEE78734] 2e-24 
TDF210 GR410411 - 309 Hypothetical protein [Ricinus communis-EEF41177] 1e-07 
TDF214 GR410414 - 244 Hypothetical protein [Populus trichocarpa-EEE87280] 9e-21 
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Métabolisme 
carboné 7 TDFs 
(7.5%)
Métabolisme 
d'acide gras 9 TDFs 
(9.7%)
Métabolisme des 
dérivés 3 TDFs
 (3.2%)
Métabolisme 
cellulaire 9 TDFs 
(9.7%)
Transport  5 TDFs 
(5.4%)
Maintenance 
ARN/ADN 12 TDFs 
(12.9%)
Stress et défense 
6 TDFs (6.4%)
Maintenance 
protéique 14 TDFs 
(15%)
Régulation 
protéique 9 TDFs 
(9.7%)
Transduction du 
signal 19 TDFs 
(20.5%)
 
 
Figure 31: Classification des TDFs ayant une fonction putative connue en 10 catégories 
fonctionnelles. 
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Ainsi une validation des profils expressionnels de ces 30 gènes a été réalisée par 
analyse RT-PCR  en temps réel en utilisant la cinétique lumière suivante (0, 5, 10, 15, 30min, 
1h, 2h, et 2h après le retour à l’obscurité). Pour tous les gènes étudiés, les profils de PCR en 
temps réel confirment globalement les résultats de l’analyse AFLP. 
3.2- Profils expressionels des 30 gènes sélectionnés 
3.2.1- Transduction du signal  
Parmi les gènes intervenant dans la transduction du signal, nous avons identifiés 4 
acteurs de la signalisation calcique : JrCAM (calmoduline), JrCDPK (Ca2+ dependant protein 
kinase),  JrCIPK (CBL-interacting protein kinase) et JrCaBP (calcium binding protein). 
L’accumulation des transcrits de  JrCIPK, JrCDPK  et JrCAM, est précoce et transitoire ; ces 
gènes atteignent leur maximum d’accumulation après 15min (6 fois),  30min (3 fois) et 1h (5 
fois) d’exposition à la lumière, respectivement (Fig. 32A et B). Leurs taux de transcrits 
diminuent progressivement pour retourner au niveau basal d’expression après 2h d’exposition 
à la lumière et restent constants même quand les feuilles sont remises à l’obscurité. En 
revanche, les transcrits de JrCaBP sont fortement réprimés à la lumière (dès 5min de lumière) 
mais retrouvent leur niveau basal quand les feuilles sont remises à l’obscurité (Fig. 32B). 
Parmi les gènes intervenant dans la transduction du signal, nous avons identifiés 
également les gènes suivants: JrAUXTF (Auxin response transcription factor-like protein), 
JrPK (receptor serine/threonine kinase) qui sont fortement stimulés dès 15min de lumière ; 
tandis que JrWRKY (WRKY-type transcription factor), JrRAV (Ap2 domain transcription 
factor RAV1-Type) et JrMAPK (mitogen activated protein kinase) sont réprimés à la lumière 
(Fig. 32A et B) 
Aussi, JrWAK (wall associated kinase) atteint son maximum d’accumulation à 15min 
d’exposition à la lumière mais qui est précédée par une légère diminution lors des 10 
premières minutes du traitement (Fig. 32B). 
3.2.2- Régulation protéique  
Pour les gènes intervenant dans la régulation protéique, les transcrits de JrHSFA4 
(heat shock transcription factor), JrHsp70a (heat shock protein 70) et JrFAR7 (FAR1-Related 
Sequence 7) sont précocement stimulés. JrFAR7 atteint son maximum d’accumulation à 
10min, alors que JrHSFA4 et JrHsp70a le font après 30min d’exposition à la lumière (Fig. 
32C).  
 99
RESULTATS ET DISCUSSIONS 
Tableau V : Informations relatives aux 30 TDFs sélectionnés pour l’étude PCR en temps réel. 
  
Désignation TDF Profile 
AFLP 
Fonction putative N° accession 
Jr CAM TDF108 + Calmoduline GR410335 
JrCDPK TDF152 + Calcium-dependent protein kinase GR410366 
Jr CIPK TDF031 + CBL-interacting protein kinase GR410263 
Jr RUB TDF005 + Ribulose bisphosphate carboxylase GR410238 
JrATPase TDF148 + ATP synthase beta subunit GR410363 
JrAOC TDF006 + Allene oxide cyclase GR410239 
Jr HSFA4 TDF121 + Heat shock transcription factor protein GR410344 
Jr HSP70a TDF029 + Heat shock protein 70 GR410261 
Jr HSP70b TDF170 - Heat shock protein 70  GR410377 
Jr WAK TDF017 + Wall-associated kinase GR410249 
Jr PK TDF138 + Receptor serine/threonine kinase GR410354 
JrARM TDF191 + Armadillo/beta-catenin repeat family protein GR410397 
Jr Ring1 TDF071 + RING-finger copine like protein GR410301 
Jr Ring2 TDF077 + RING-finger copine like protein GR410307 
Jr FAR TDF008 + FAR1-RELATED SEQUENCE GR410240 
Jr CaBP TDF061 - calmodulin like GR410292 
Jr Btb-Taz TDF087 - BTB and TAZ domain binding protein GR410316 
Jr WRKY TDF222 - WRKY-type transcription factor GR410421 
Jr CDase TDF110 - Ceramidase GR410337 
Jr XTR TDF169 - Xyloglucan endotransglycosylase GR410376 
Jr Transd TDF197 - Transducin WD-40 repeat family protein GR410401 
JrRAV1 TDF171 - RAV/ AP2 domain transcription factor GR410378 
JrPlastQ TDF163 + NADH-plastoquinone reductase GR410372 
JrAUXTF TDF159 + Auxin response factor-like protein GR410369 
JrMAPK TDF224 + Mitogen-activated protein kinase3 GR410423 
JrUSP TDF050 - Universal Stress Protein (USP) GR410281 
JrAmilase TDF168 - Amilase β-type GR410375 
JrPSII-d1 TDF150 + Photosystem II protein D1 GR410364 
JrARF1 TDF22  + ADP-ribosylation factor 1 GR410424 
JrSYP121 TDF079 + Syntaxin121 (SYP121) GR410309 
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D’autre part, les transcrits de JrTransd (transducine-like), JrHsp70b (heat shock protein 70) et 
JrBtbTaz [a protein with an N terminal BTB/POZ (Broad-Complex, Tramtrack, and Bric-a-
Brac/Poxvirus and Zinc finger) domain, a central TAZ (Transcriptional Adaptor Zinc finger) 
domain and a C terminal calmodulin-binding domain (CaMBD)] sont réprimés à la lumière 
(Fig. 32C). 
3.2.3- Intégrité de la paroi cellulaire, stress et défense 
Les transcrits de JrCdase (ceramidase), JrXTR (xyloglucan endotransglycosylase) et 
JrUSP (Universal stress protein) sont fortement inhibés par la lumière (Fig. 32D). Le 
maximum d’inhibition a été observé pour JrXTR et JrUSP après 2h d’exposition à la lumière, 
qui retournent à leurs niveaux basaux quand les feuilles sont remises à l’obscurité. 
Les transcrits JrPlastQ (NADH-plastoquinone reductase) et JrAOC (allene oxide 
cyclase) sont légèrement stimulés à la lumière (Fig. 32C).  
3.2.4- Photosynthèse 
Les gènes intervenant dans cette catégorie sont précocement stimulés à la lumière et 
retournent à leurs niveaux basaux après 2h à l’obscurité. JrRUB (Ribulose biphosphate 
carboxylase), JrATPase (ATP synthase) et JrPSII-d1 (protein D1 of photo system II) 
atteignent leur maximum d’accumulation après 15min d’exposition à la lumière (Fig. 32E). 
D’autre part, JrAmilase (Amilase β-type) est réprimé à la lumière, le minimum 
d’accumulation a été observé à 30min de la cinétique lumière (Fig. 32E). 
3.2.5- Ubiquitination et Trafic vésiculaire  
Les transcrits de JrARF1 (ADP-ribosylation factor 1), JrARM (Armadillo/catenin 
repeat family protein) et JrSYP121 (syntaxin 121) sont stimulés à la lumière. Le maximum 
d’accumulation a été observé pour JrSYP121 après 1h d’exposition à la lumière (Fig. 32F). 
JrRING1 (RING-finger copine like protein) est fortement réprimé à la lumière, alors que 
JrRING2 est légèrement stimulé durant les 30 premières minutes puis chute jusqu’à 2h 
d’exposition à la lumière. Tous les gènes cités dans cette catégorie, retrouvent le niveau basal 
d’expression à l’obscurité (Fig. 32F). 
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Figure 32 : Profils expressionnels des 30 TDFs sélectionnés de l’étude cDNA-AFLP comme 
marqueurs précocement régulés par la lumière. 
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4- Discussion  
Dans notre étude, l’approche cDNA-AFLP pourrait offrir une vue large et exhaustive 
de la modulation du transcriptome dans les feuilles de noyer exposées à la lumière avec haute 
reproductibilité. Ainsi 93 TDFs ont été sélectionnés pour leur sensibilité à la lumière et leur 
similarité avec des protéines connues (tableau IV). 10 catégories fonctionnelles ont été 
identifiées (Fig. 31), démontrant la grande diversité des gènes intervenant dans la modulation 
précoce par la lumière. Ici nous étudions les liens potentiels entre ces catégories 
fonctionnelles et la stimulation de la KF et des transcrits d’aquaporines chez le noyer.  
4.1- Transduction du signal  
4.1.1- Kinases et protéines calcium- dépendantes 
Un résultat très significatif dans cette étude était l’indentification de TDFs impliqués 
dans la première étape de transduction du signal notamment les kinases : Wall associated 
kinase (JrWAK); serine/threonine Kinase (JrPK), CBL-interacting protein kinase (JrCIPK), 
Calcium-dependant protein Kinase (JrCDPK) et Mitogen activated protein kinase (JrMAPK). 
Ces TDFs constituent la catégorie la plus fortement régulée par la lumière, ce qui pourrait 
suggérer leur rôle essentiel dans la stimulation de la conductivité hydraulique dans les feuilles 
en réponse à la lumière.  
Plusieurs d’entre eux partagent la propriété d’être associés au calcium, l’un des 
principaux messagers dans les organismes vivants. Chez les végétaux, l’évidence de 
l’implication du Ca2+ dans la transduction du signal de divers stimuli environnementaux tels 
que le froid, la sécheresse, le stress mécanique ainsi que la lumière, a été bien documentée 
(Sanders et al, 1999, Harada et Shimazaki 2009). La lumière induit des changements de la 
concentration de Ca2+ dans le mésophylle (Shabala et Newman, 1999) et dans les stomates 
(Roelfsema et Hedrich, 2010). Ici 4 TDFs impliqués dans la signalisation calcique et codant 
pour les 4 principaux groupes des protéines fixatrices de calcium chez les plantes [CaM, 
CaBP, CIPKs et CDPKs (Snedden et Fromm 2001, Luan et al, 2002, Sanders et al, 2002), ont 
été identifiés comme régulés par la lumière (Figs. 32A et B). Ces TDFs ne montrent pas les 
mêmes profils d’expression, suggérant qu’à la lumière des rôles contrastés peuvent être joués. 
Une régulation transcriptionelle similaire par la lumière a été observée pour les CDPKs 
(Breviario et al, 1995, Saijo et al, 1997, Ellard-Ivey et al, 1999, Kumar et al, 2004), les CBLs 
(Nozawa et al, 2001), les CIPKs (Kim et al, 2003) et les CaBP (Delk et al, 2005).  D’autres 
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résultats ont montré que la régulation des aquaporines se fait par des mécanismes dépendants 
de calcium. Ainsi, des fluctuations des concentrations intracellulaires de Ca2+ peuvent affecter 
l’expression (Maathuis et al, 2003) ou l’activité des aquaporines (Johnson et Chrispeels 1992, 
Johansson et al, 1996, Alleva et al, 2006, Van Wilder et al, 2008). 
4.1.2- Facteurs de transcription  
On a pu identifier 9 facteurs de transcription précocement modulés par la lumière: un 
facteur de la sous famille RAV1-AP2domain, un facteur de réponse à l’éthylène de type 5, un 
facteur de réponse à l’auxine, un facteur de transcription homéotique, 2 facteurs de 
transcription du type Heat shock (HsfA2 et HsfA4) (voir ci dessous), et 3 facteurs de 
transcription WRKY (tableau IV, transduction du signal). Parmi ces derniers, les facteurs de 
transcription WRKY forment une large famille de protéines régulatrices (Eulgem et al, 1999, 
Wei et al, 2008), définis comme des régulateurs majeurs de la réponse des plantes aux stress 
biotiques et abiotiques (Du et Chen. 2000, Pandey et Somossich 2009). Cependant, quelques 
études ont décrit l’implication de ces facteurs de transcription dans la signalisation de la 
lumière. La seule étude valable a indiqué qu’une surexpression du facteur WRKY89 
améliorerait la tolérance à l’UVB (ultraviolet B) et la résistance aux maladies dans les plantes 
de riz (Wang et al, 2007). Ici nous montrons pour la première fois la répression de 3 TDFs 
WRKY (tableau IV, transduction du signal), en réponse à l’exposition précoce à la lumière.  
Ces nouveaux résultats soulignent l’importance des facteurs WRKY dans la reprogrammation 
transcriptionelle de la réponse des plantes à la lumière, probablement en agissant comme des 
répresseurs. Une étude a montré récemment le même profil d’expression des aquaporines et 
des WRKY sous stress salin (Diédhou et al, 2009), ce qui appuierait l’hypothèse de  la 
régulation potentielle des aquaporines via les facteurs WRKY. 
4.2- Régulation protéique  
4.2.1- Les protéines Hsps (Heat Shock Proteins) 
L’effet de la lumière peut s’étendre aux composés impliqués dans la régulation 
protéique tels que les Hsps (heat shock proteins). Ces partenaires moléculaires jouent un rôle 
essentiel dans la maintenance et/ou la réparation de l’homéostasie protéique (Baniwal et al, 
2004) en conditions normales ou de stress chez les plantes (Lee et Vierling, 2000). La 
modulation de leurs gènes relatifs est sous le contrôle des facteurs de transcription Hsfs (Heat 
shock factor transcription factors). Dans nos conditions expérimentales, une accumulation 
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transitoire des gènes codant 5 Hsps (types : 18; 40; 70; 101 KD) et 2 Hsfs (types HsfA2 et 
HsfA4) a été observée (tableau IV, régulation protéique). Ces résultats sont inattendus vu que 
les Hsps ont été habituellement étudiés dans le contexte de stress aux hautes températures. 
Nous avons prêté une attention particulière à 3 d’entre eux: 2 isoformes de protéines 
chaperones JrHsp70 qui montrent une modulation contrastée: JrHsp70a est stimulé, alors que 
JrHSP70b est réprimé à la lumière, et un facteur de transcription du type JrHsfA4 qui montre 
une accumulation différentielle précoce (Fig 32C). La protéine Hsp70 est impliquée dans les 
mouvements et la stabilisation des protéines nouvellement synthétisées (Baniwal et al, 2004), 
y compris les canaux protéiques comme les canaux K+ (Negulyaev et al, 1996). Une telle 
régulation des JrHsp70 concorde avec l’hypothèse d’auto-répression dans cette classe de 
protéines chaperones (Kim et Schöffl, 2002). Lu et al (2007) ont démontré chez la grenouille, 
que Hsp70 coopère d’une manière ATP dépendante avec l’aquaporine AQP2 en régulant ses 
mouvements au sein de la cellule.  
La stimulation de la conductivité hydraulique à la lumière serait essentielle non 
seulement pour l’apport en eau et en CO2 pour les cellules exposées à ce facteur, mais aussi 
pour le refroidissement des feuilles. Par conséquent, Hsp70 contribuerait au renforcement de 
la structure des aquaporines et la sauvegarde de leur transport quand la température des 
feuilles augmente. Un rôle similaire de JrHsfA dans la stimulation de la KF serait possible vu 
l’implication de biosynthèse de novo des protéines dans ce processus (Cochard et al, 2007).  
4.2.2- Autres protéines régulatrices 
L’identification de 2 gènes codant pour des protéines régulatrices était d’un grand 
intérêt notamment : une protéine FRS7 (pour FAR1-related Sequence 7), et une protéine BTB 
à domaine TAZ. Le premier est stimulé alors que le deuxième est réprimé par la lumière dans 
les feuilles illuminées (Fig. 32C). La protéine FRS7 est membre d’une famille de protéines 
nucléaires FRS qui semblent être liées à la voie de signalisation par le phytochrome (Lin et 
Wang, 2004). Ces derniers interagissent également avec divers partenaires pour contrôler une 
multitude de processus de signalisation (Wang et Deng, 2002). Ainsi, les protéines FRS sont 
décrites comme des transducteurs positifs essentiels pour les réponses médiées par le 
phytochrome A (HIRs) (phyA-mediated FR-High-Irradiance Responses) en réponse à la 
lumière blanche. L’implication donc de phytochrome dans ce processus physiologique serait 
possible.  
Quant à JrBtbTaz, c’est un membre de la sous famille des protéines BTB (Ren et al, 2007, 
Robert et al, 2008, Mandadi et al, 2009). Le rôle de ces protéines dans les voies de 
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signalisation de plusieurs stress tels que la lumière, l’état nutritionnel et les hormones a été 
documenté récemment (Mandadi et al, 2009). A cet égard, le gène BT2 chez Arabidopsis 
thaliana est accumulé à l’obscurité et se trouve sous le contrôle du cycle circadien (Mandadi 
et al, 2009). En accord avec ce dernier résultat, nous avons montré que le gène  JrBtbTaz est 
réprimé à la lumière et retourne à son niveau basal d’expression quand les feuilles sont 
remises à l’obscurité. Il serait intéressant de déterminer si ces 2 modulateurs de transduction 
pourraient interagir, directement ou indirectement avec les facteurs de transcriptions régulant 
les gènes d’aquaporines. 
4.3- Maintenance protéique  
4.3.1- Trafic vésiculaire 
Une large variété de molécules participant au maintien de l’intégrité cellulaire est 
transportée depuis le site de leur synthèse (réticulum endoplasmique, RE) jusqu’à la surface 
cellulaire à travers la voie de sécrétion, un processus majeur des organismes eucaryotes 
(Hwang et Robinson, 2009). La modification du trafic vésiculaire à la lumière explique la 
stimulation des gènes tels que ADP-ribosylation-factor 1(ARF1) et SYP121 (syntaxin 121) 
(Fig 32F). Les protéines ARF1 sont connues pour coordonner le trafic vésiculaire asymétrique 
et sont d’abord localisées dans l’appareil de golgi et la sous population des vésicules 
golgiennes (Matheson et al, 2008).  
De façon intéressante, l’état de stabilité de certaines aquaporines PIPs  chez Arabidopsis subit 
un cycle constitutif régulé par les vésicules de clathrine et une intériorisation possible dans la 
cellule à travers les endosomes Nexin 1 (SNX1) (Paciorek et al, 2005, Dhonukshe et al, 2007, 
Jaillais et al, 2008). L’utilisation d’inhibiteurs du chargement des protéines transportées des 
endosomes vers la membrane plasmique serait d’un grand intérêt pour pouvoir appuyer 
l’implication de cette voie de transport dans la stimulation des JrPIPs à la lumière.  
4.3.2- la voie ubiquitine- protéasome  
La régulation post-transcriptionelle impliquant la voie protéolytique est un processus 
prédominant utilisé par les plantes pour coordonner les réponses aux signaux internes et 
externes, en altérant les taux de protéines et leurs activités (Somers et Fujiwara, 2009). Dans 
cette étude, 11 gènes reliés potentiellement au processus de protéolyse, subissent une 
stimulation précoce et significative à la lumière. Les plus signifiants d’entre eux sont : un 
gène codant pour une protéine E2 ubiquitine ligase, un codant pour plusieurs isoformes de E3 
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ubiquitine ligases, un codant pour une protéine RING-finger copine-like et un autre codant 
pour une protéine F-box, tous sont stimulés à la lumière (tableau IV, maintenance protéique). 
 Un gène codant pour une protéine de la famille Armadillo/Catenin repeat family protein 
(JrARM), est parmi les TDFs modulés par la lumière (Fig. 32F). Ces résultats concordent avec 
les nouvelles études relatives au rôle du complexe ubiquitine-/ protéasome 26S dans la voie 
de signalisation de la lumière (Hoecker, 2005). 
De plus le rôle de l’ubiquitination dans le fonctionnement des aquaporines a été démontré par 
Lee et al (2009). Ces auteurs ont établit le lien entre l’ubiquitination et le trafic des 
aquaporines et leurs dégradation, par l’implication d’une interaction physique entre une RING 
ubiquitine ligase E3 et l’aquaporine (AtPIP2;1). Une telle régulation des aquaporines par 
ubiquitination rappelle la dégradation de l’AQP1 chez les mammifères AQP1 (Leitch et al, 
2001). Afin de confirmer cette hypothèse dans nos conditions expérimentales, des études 
pharmacologiques utilisant un inhibiteur du protéasome 26S (MG132) peuvent être 
envisagées dans le futur. 
4.4- Intégrité de la paroi cellulaire 
 Parmi les TDFs identifiés, l’un montre une forte homologie avec une enzyme jouant 
un rôle dans la rigidité de la paroi cellulaire : la xyloglucane endotransglycosylase (JrXTR) 
(Fig 32D). L’effet inhibiteur de la lumière sur le taux des transcrits de JrXTR jouerait en 
faveur d’une grande extensibilité de la paroi cellulaire nécessaire pour la turgescence 
cellulaire. La xyloglucane endotransglycosylase (XTR) est capable de couper et de coller les 
molécules de xyloglucanes les unes aux autres (Thompson et al, 1997, Ito et Nishitani 1999) 
et ainsi contribuer à la rigidité des parois cellulaires (Hayashi 1989, Fry 1989, McCann et al, 
1990).  
4.5- Photosynthèse 
  Les feuilles constituent le site de la photosynthèse, qui est contrôlée par les facteurs 
environnementaux en particulier la lumière. 4 TDFs reliés à la photosynthèse (tableau IV, 
métabolisme carboné): la ribulose biphosphate carboxylase (JrRUB), la protéine J du 
photosystème II, la protéine D1 du photosystème II (JrPSII-d1) et la sous unité beta d’une 
ATP synthase chloroplastique (JrATPase), se trouvent stimulés à la lumière (Fig. 32E). Ces 
résultats suggèrent qu’il y’aurait un lien entre les mécanismes de régulation de la 
photosynthèse et ceux de la modulation de la KF comme précédemment démontré par 
Brodribb et al (2007). Cette hypothèse concorde avec les nouveaux résultats qui démontrent 
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le rôle d’une PIP chez le tabac NtAQP1 dans le transport de CO2 dans les feuilles à travers sa 
double localisation dans la membrane plasmique et la membrane chloroplastique, 
NtAQP1assure~90 % du transport de CO2 via la membrane chloroplastique (Flexas et al, 
2007 ; 2008; Uehlein et al, 2008). Il serait intéressant dans le futur d’étudier la corrélation 
entre la stimulation de la KF à la lumière avec la stimulation de la photosynthèse et la 
conductance du mésophylle (gm) au CO2 (Evans et al, 2009), et si ces événements 
physiologiques sont couplés à une modulation d’aquaporines chez le noyer.  
4.6- Métabolisme des acides gras  
Dans le même cadre, nous avons identifié un TDF codant pour une céramidase 
(JrCDase) (Fig. 32D) une enzyme clé dans le métabolisme des sphingolipides et la 
signalisation (Worrall et al, 2008). En coupant les acides gras des céramides, cela produit la 
sphingosine qui est phosphorylée par une sphingosine kinase pour former la sphingosine-1-
phosphate (S1P). La sphingosine et la S1P constituent des messagers secondaires connus chez 
les plantes. En plus S1P constitue un messager calcique actif dans les cellules stomatiques en 
réponse à la sécheresse et la signalisation par l’acide abscissique (Ng et al, 2001). 
La répression de la céramidase à la lumière signifierait que la perception du signal lumineux 
provoquerait des fluctuations des concentrations cytosoliques du Ca2+ ([Ca2+]cyt) via la 
production de S1P dans les feuilles. Ceci serait en accord avec la régulation de l’accumulation 
de transcrits de plusieurs protéines impliqués dans la signalisation calcique (Fig. 32B). 
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Partie 3 : 
Rôle potentiel de la signalisation calcique dans la 
modulation de la KF par la lumière chez le noyer 
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 1-Introduction  
Dans la partie précédente nous nous sommes intéressés à dégager les acteurs 
moléculaires susceptibles d’être impliqués dans la modulation de la KF par la lumière. Il en 
ressort que la plus grande proportion des gènes différentiellement exprimés au cours de la 
cinétique lumière, seraient des gènes impliqués dans la transduction du signal (20.5%). Une 
majeure partie de ces gènes sont des acteurs de la signalisation calcique (JrCAM, JrCaBP, 
JrCIPK, JrCDPK). Ces gènes seraient d’une grande importance dans le mécanisme de 
régulation du taux des transcrits d’aquaporines par la lumière chez le noyer et donc celle de la 
KF. 
Afin d’estimer le rôle de la signalisation calcique dans cette régulation, nous étudions 
dans cette partie l’effet d’un inhibiteur des canaux calciques : le Lanthanum (LaCl3) et d’un 
antagoniste de calmoduline : N- 6-aminohexyl-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide (W7) sur 
la KF et sur les transcrits de 10 aquaporines de noyer. 
2-Etude de l’effet des inhibiteurs de canaux calciques et de calmoduline sur 
la régulation de la KF par la lumière  
2-1 Choix de la concentration des inhibiteurs  
Ces deux inhibiteurs ont été utilisés à une concentration de 30mM, cette concentration 
a été choisie, après avoir testée une gamme de concentration (100µM, 300µM, 500 µM, 
800µM, 10mM, 20mM, 30mM, 50mM et 100mM). Les concentrations inférieures à 30mM 
étaient sans effet ou de très faible effet sur la KF. Les concentrations 50mM et 100mM 
pourraient être létales pour les cellules, en effet la KF ne varie pratiquement pas même à la 
lumière. Pour la concentration de 30mM, un test de réversibilité a été réalisé pour vérifier 
l’état des cellules et s’assurer de la non-toxicité de la concentration sélectionnée. Ce test 
consiste à perfuser l’inhibiteur, le laisser agir environ 1h ensuite perfuser de l’eau ultra pure, 
les valeurs de  KF devraient augmenter et se rapprocher de celles de la feuille témoin (Fig. 
33). Une telle concentration élevée peut être expliquée par la taille des feuilles de noyer.  Ces 
dernières sont composées de 5 à 7 folioles et ayant une surface totale d’environ 250 cm2.  
Pour W7 qui est soluble dans 0.5% de méthanol, un test a été réalisé en perfusant des feuilles 
avec 0.5% de méthanol uniquement. Aucune différence n’a été observée entre la feuille traitée 
et la feuille témoin. Ceci confirme que l’effet observé sur les feuilles traitées revient 
uniquement à l’inhibiteur W7 et non au méthanol. 
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Figure 33 : Test de réversibilité réalisé avec 30mM LaCl3 sur des feuilles de noyer. 
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2-2 Effets du LaCl3 et du W7 sur la KF 
Deux types d’expérience ont été réalisés : pour la première, les feuilles sont perfusées 
avec l’inhibiteur (LaCl3 ou W7) pendant une heure à l’obscurité, ensuite les feuilles sont 
exposées à la lumière tout en les perfusant avec de l’eau ultra pure (Fig. 34 A). 
Pour la deuxième, l’inhibiteur est perfusé à la lumière quant la KF atteint sa valeur maximale 
environ après 90min d’exposition à la lumière (Fig. 34 B). 
Dans les deux types d’expériences, le témoin lumière nous indique que pendant la phase 
obscure, la KF est très faible (7mmol s-1 m-2 MPa-1) comparée avec celle de la phase 
lumineuse (23mmol s-1 m-2 MPa-1). Pour les feuilles traitées avec les inhibiteurs calciques, 
pendant la phase obscure, aucune différence n’a été observée quant à la  KF qui reste 
constante. Par contre, pendant la phase lumineuse, les feuilles traitées avec ces inhibiteurs 
montrent une KF réduite par rapport au témoin : 10 mmol s-1 m-2 MPa-1 pour le traitement 
LaCl3 et 12mmol s-1 m-2 MPa-1 pour le traitement W7 (Fig. 34 A). 
Aussi, une diminution importante de la KF a été observée sur les feuilles traitées avec 
les inhibiteurs calciques pendant la phase lumineuse. La perfusion de chacun des inhibiteurs 
après 90min d’exposition à la lumière provoque une réduction brusque et rapide d’environ 
50% de la KF durant les 15 premières minutes, suivie d’une légère et lente diminution durant 
les 40minutes restantes (Fig. 34B). 
La figure 34C confirme que la KF est insensible aux inhibiteurs calciques LaCl3 et W7 
pendant la phase obscure. Néanmoins, pendant la phase lumineuse, la KF se trouve fortement 
réduite par rapport au témoin : de 48% pour LaCl3 –lumière 1 et 46% pour W7-lumière 1. 
Quand ces inhibiteurs sont perfusés après 90 min d’exposition à la lumière (LaCl3-lumière 2 
et W7-lumière 2), la KF se trouve semblable à celle du témoin retour à l’obscurité. 
2-3 Effets du LaCl3 et du W7 sur les transcrits JrPIPs  
Il a déjà été montré que la stimulation de la KF à la lumière est positivement corrélée 
avec l’accumulation des transcrits de plusieurs aquaporines chez le noyer (Fig. 22). Selon la 
dernière étude réalisée chez le noyer (Cochard et al, 2007), cette corrélation positive a été 
dévoilée pour deux membres d’aquporines JrPIP2.1 et JrPIP2 .2. Dans la présente étude, 
nous avions voulu savoir si cet effet inhibiteur de LaCl3 ou W7 est bien relié à une régulation 
de la quantité des transcrits d’aquaporines.
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Figure 34 : Effet de 30M LaCl3 ou 30mM W7 sur la KF chez Juglans regia en comparaison avec les 
feuilles témoins (A) LaCl3 ou W7 sont perfusés 1h avant l’illumination des feuilles (Lumière 1). (B) 
LaCl3 ou W7 sont perfusés après 1h30 d’illumination (Lumière 2). (C) valeurs de KF dans les feuilles 
témoins, les feuilles traits avec LaCl3 ou W7. Les astérisques représentent les résultats significatifs 
(test t-student) (* : 0,01<P<0,05 ; ** : 0,001<P<0,01 ; *** : P<0,001). 
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Pour cela, la quantité de transcrit de 10 isoformes d’aquaporines (4 JrPIP1 et 6 
JrPIP2) a été étudiée en présence et en abscence d’inhibiteurs calciques. Les feuilles traitées 
avec l’inhibiteur approprié pendant une heure à l’obscurité, ont été récoltées après une heure 
d’exposition à la lumière (LaCl3-lumière 1 et W7-lumière 1). Les feuilles témoins perfusées à 
l’eau ont été récoltées après une heure d’exposition à la lumière. Le point 1h de la cinétique 
lumière a été choisi pour l’étude PCR en temps réel car il correspond au point où la valeur de 
la KF et la quantité des transcrits de la majorité des JrPIPs est maximale.  
La quantité des transcrits de toutes les isoformes d’aquaporines étudiées (sauf pour 
JrPIP1.4), est significativement accrue à la lumière. Le degré de stimulation des isoformes 
JrPIP1.1 JrPIP1.2 et JrPIP1.3 était de 4 fois en comparaison avec le niveau basal à 
l’obscurité (Fig. 35A). Concernant les isoformes JrPIP2 : JrPIP2.1 et JrPIP2.4 étaient les 
isoformes les plus stimulées à la lumière (10 fois). Le degré de stimulation de JrPIP2.2, 
JrPIP2.3, JrPIP2.5 et JrPIP2.6 varie entre 3 et 6 fois (Fig. 35B). 
Ces données nous ont permis de comparer les taux de transcrits d’auaporines dans les 
feuilles témoins et les feuilles traitées avec les inhibiteurs calciques. Les résultats de la figure 
35 montrent que la quantité de transcrits de la majorité des isoformes d’aquaporines, est 
réduite  dans les feuilles traitées avec 30mM LaCl3 ou 30mM W7 comparée avec celle des 
feuilles témoins. L’inhibition la plus importante a été observée pour les isoformes JrPIP1.1, 
JrPIP1.4, JrPIP2.2, JrPIP2.3, JrPIP2.4 pour lesquelles les taux de transcrits sont même  
inférieurs au niveau basal d’expression à l’obscurité. Les taux des transcrits de JrPIP1.3 et 
JrPIP2.1 sont relativement faiblement réprimés par le traitement LaCl3 mais fortement 
réprimés par le traitement W7. Un profil contraire a été observé pour JrPIP2.6. Finalement, 
JrPIP1.2 serait la seule isoforme d’aquaprine insensible au traitement LaCl3 mais faiblement 
réprimé par l’inhibiteur W7. 
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Figure 35 : Profils d’expression des aquaporines JrPIP1s et JrPIP2s dans les feuilles de Juglans regia 
traitées avec un antagoniste de calmoduline (W7) ou un inhibiteur des canaux calciques (LaCl3) après 
1h d’illumination. Les astérisques représentent les résultats significatifs (test t-student) (* : 
0,01<P<0,05 ; ** : 0,001<P<0,01 ; *** : P<0,001). 
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3-Discussion  
Dans cette étude, nous reportons pour la première fois le rôle potentiel de la 
signalisation calcique dans la stimulation de la KF à la lumière potentiellement via les 
aquaporines chez le noyer. 
Plusieurs études ont démontré l’implication du Ca2+ dans la transduction du signal 
dans diverses réponses adaptatives (White et Broadley, 2003, Mazars et al, 2008, McAinsh et 
Pittman, 2009) comme le froid, la sécheresse, le stress mécanique et la lumière (Sanders et al, 
1999 ; Kim et al, 2003, Harada et Shimazaki, 2009). Les signaux calciques sont perçus grâce 
à des protéines qui en fixant le Ca2+, changent de conformation  et interagissent avec des 
protéines cibles. Les plus importantes sont : les calmodulines (CaM ou CaM-like proteins), les 
calcineurin B-like proteins (CBLs) et les Ca2+-dependant protein kinases (CDPKs) (White et 
Broadley, 2003 ; Tuteja et Mahajan, 2007).  
Afin de confirmer le rôle que peut jouer la signalisation calcique dans la stimulation de la KF 
par la lumière, des études pharmacologiques ont été réalisées sur des feuilles de noyer dans 
des conditions différentes d’obscurité et de lumière (Figs. 34 A et B). Il a déjà été reporté qu’à 
l’obscurité la KF est faible et insensible à la cycloheximide (CHX : inhibiteur de la synthèse 
protéique) et à la température et serait associée à une faible abondance des transcrits JrPIP2s 
(Cochard et al, 2007). Ces résultats suggèrent que la majeure partie de l’eau transportée dans 
les feuilles à l’obscurité suit un transport apoplasmique. Cette hypothèse a été validée dans 
notre étude par le fait que la perfusion de  30mM de W7 ou de LaCl3 n’affecte pas la KF à 
l’obscurité dans les feuilles traitées comparées aux témoins (Fig. 34A). Par contre, la 
stimulation de la KF à la lumière se trouve fortement sensible à la cycloheximide et la 
température et strictement associée à une accumulation des aquaporines JrPIPs2 (Cochard et 
al, 2007). La perfusion de 30mM de LaCl3 ou de W7 dans les feuilles pendant 1h avant 
l’illumination réduit la KF de 48% et 46% respectivement comparées aux feuilles témoins 
(Fig. 34A). Ces effets inhibiteurs confirment le rôle de la signalisation calcique dans la 
stimulation de la KF par la lumière. 
Le lanthanum (LaCl3) est un inhibiteur des canaux calciques (Balestrasse et al, 2008, 
Gueta-Dahan et al, 2008, Pang et al, 2007, Phean-o-pas et al, 2005), son effet inhibiteur sur la 
stimulation de la KF par la lumière signifie que la transduction du signal lumineux implique 
une élévation de la [Ca2+]cyt, probablement par un flux de Ca2+ depuis l’apoplasme vers le 
cytosol. Le même scénario a déjà été reporté chez plusieurs espèces dans d’autres contextes 
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physiologiques (Shacklock et al, 1992, Baum et al, 1999, Frohnmeyer et al, 1999). A 
l’intérieur des cellules, les fluctuations de [Ca2+]cyt sont perçues par des protéines fixatrices 
de Ca2+ de la famille EF hand , qui sont groupés en 4 familles dont les calmodulines (CaMs). 
Ces protéines sont les plus caractérisées dans la perception et la transduction du signal 
calcique. Elles sont impliquées dans diverses réponses Ca2+-dépendantes à plusieurs stimuli 
abiotiques tels que la lumière, la gravité, le stress mécanique et la salinité (White et Broadly 
2003, Yang et Poovaiah 2003, McCormack et al, 2005). 
Dans notre étude, la perfusion de W7 dans les feuilles 1h avant l’illumination, est 
accompagnée d’une réduction remarquable de la KF comparée aux feuilles témoins (Fig. 
34A). W7 est un antagoniste des calmodulines (CaMs) (Li et al, 1998, Sun et al, 2006). Une 
réduction similaire a été observée quand W7 est appliqué après 90min d’illumination (W7-
lumière2, Fig. 34B et C). Ces résultats supposent que le signal lumineux nécessaire pour la 
stimulation de la KF est perçu par le complexe Ca2+/calmoduline. 
Aussi, la perfusion des feuilles avec du W7 ou LaCl3 1h avant l’exposition à la 
lumière, provoque une réduction remarquable  du taux des transcrits de la majorité des JrPIPs 
isolées (Fig. 35). Les isoformes JrPIP1.1, JrPIP1.4, JrPIP2.2, JrPIP2.3 et JrPIP2.4 sont les 
plus sensibles aux inhibiteurs calciques. En effet, quelque soit l’inhibiteur utilisé, le niveau 
d’expression se trouve plus bas que le niveau basal d’expression. L’expression de JrPIP1.1 
est insensible au traitement LaCl3 mais complètement inhibée par le traitement W7.  
Très peu de données sont fournies quant à l’effet du calcium sur l’expression des 
aquaporines et la seule étude porte sur le système racinaire d’Arabidopsis en relation avec une 
privation nutritionnelle (Maathuis et al, 2003). Cette étude a montré qu’un manque de Ca2+ 
conduit à une inhibition transcriptionelle des aquaporines et que cet effet peut s’étendre à 
d’autres nutriments comme le potassium, l’azote, le phosphore (Carvajal et al, 1999, Liu et al, 
2007, Shangguan et al, 2005). Bien que ces résultats relient l’état nutritionnel et l’état 
hydrique de la plante, le mécanisme par lequel la privation de calcium réduit l’expression des 
aquaporines reste encore inconnu. L’inhibition coordonnée de la majorité des JrPIPs observée 
dans les feuilles traitées avec du LaCl3 et W7 (Fig. 35), prouve l’implication du complexe 
Ca2+/calmoduline dans la stimulation des JrPIPs par la lumière requise pour la stimulation de 
la KF. Concernant son mode d’action, le complexe Ca2+/calmoduline peut réguler soit 
l’expression des gènes en interagissant avec des facteurs de transcriptions spécifiques (Kim et 
al, 2007, Doherty et al, 2009), soit en régulant l’activité protéique dans divers processus 
physiologiques (Popescu et al, 2007). Aucune de ses deux options n’est à exclure dans nos 
conditions expérimentales. D’autre part, des études ont reporté la régulation calcique des 
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aquaporines dans d’autres espèces (Alleva et al, 2006, Cabaňero et al, 2006, Ionenko et al, 
2006, Johansson et al, 1996 ; 1998, Martinez-Ballesta et al, 2008), selon lesquels le Ca2+ 
agirait directement sur l’ouverture des aquaporines. Dans ce cadre, un modèle d’action d’une 
protéine kinase Ca2+-dépendante (Johansson et al, 1996, Johanson et Chrispeels, 1992, Van 
Wilder et al, 2008, Weaver et al, 1991) et/ou l’interaction directe entre le Ca2+  et les 
aquaporines a été proposée (Alleva et al, 2006, Gerbeau et al, 2002).  
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Le noyer (Juglans regia) : un  modèle d’étude de la modulation de la KF par la 
lumière  
 La stimulation de la KF à la lumière a été reportée chez plusieurs espèces : Quercus 
macrocarpa : (Voicu et al, 2008 ; Voicu et al, 2009), le mais (Kim et steudle, 2007 ; 2009), le 
noyer (Cochard et al, 2007), Tilia cordata (sellin et Kupper, 2007), Betula pendula (Sellin et 
al, 2008). 
Au contraire, d’autres espèces ne révèlent aucune stimulation de leur KF à la lumière comme 
Quercus rubra (Rockwell et al, 2011) ou Populus tremuloides (Voicu et Zwiazek, 2010) ou 
même une stimulation à l’obscurité comme chez Arabidopsis thaliana (Postaire et al, 2010). 
Cependant, la stimulation de la KF à la lumière n’est pas générale. Dans cette étude, nous 
investiguons la réponse de la KF de cinq espèces forestières à la lumière. Trois d’entre elles 
montrent une forte stimulation à la lumière (Quercus robur, Fagus sylvatica et Juglans regia).  
Aussi, le maximum de stimulation de la KF varie selon les espèces étudiées (Sack et Tyree, 
2005). Dans notre étude, le noyer (Juglans regia) détient la plus forte KF parmi les espèces 
étudiées. Ces différences interspécifiques restent encore inexplicables et seraient liées à la 
contribution de la voie xylémienne et extraxylémienne dans la feuille (Sack et Holbrook, 
2006).  
Des études ont montré que la voie extraxylémienne (à travers les cellules de mésophylle) 
représente entre 50 à 90% de la résistance totale de feuille (Trifilò et al, 2003, Cochard et al, 
2004, Gascó et al, 2004). Chez le noyer, la plus grande fraction de la résistance hydraulique 
foliaire 88% est assurée par la voie extraxylémienne (Cochard et al, 2004). 
Plusieurs travaux ont démontré que l’effet stimulateur de la KF à la lumière serait 
assuré par la voie extraxylémienne impliquant les aquaporines (Henzler et al, 1999 ; Tyree et 
al, 2005 ; Moshelion et al, 2002 ; Lopez et al, 2003 ; Voicu et al, 2009 ; Kim et steudle, 
2009). Chez le noyer, on a pu relier la stimulation de la KF à la lumière à l’accroissement du 
taux de deux isoformes d’aquaporines JrPIP2.1 et JrPIP2.2. Selon la même étude, deux voies 
de circulation de la sève sont possibles. La première est la voie apoplasmique qui a lieu 
l’obscurité, elle est associée à une faible valeur de KF et une faible abondance des transcrits 
JrPIP2. La deuxième est la voie transcellulaire qui a lieu à la lumière, elle serait marquée par  
une valeur de KF élevée et est associée à une forte abondance des transcrits JrPIP2 (Cochard 
et al, 2007). Néanmoins, les mécanismes moléculaires régulant cette réponse restent encore 
inconnus. 
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En plus, la corrélation entre la stimulation de la KF et celle des transcrits d’aquaporines n’est 
pas générale. Dans notre étude, à l’exception du noyer, aucune corrélation n’a été trouvée 
entre le taux de stimulation de KF et celle des transcrits d’aquaporines (Juglans regia) 
(Fig. 16B). Des observations similaires ont été reportées chez un bon nombre d’espèces 
(Martre et al, 2002 ; Lee et al, 2008 ; 2009 ; Voicu et al, 2009 ; Postaire et al, 2010 ; Voicu et 
Zwiazek, 2010). 
Tous ces arguments, rendent les feuilles de noyer un modèle d’étude robuste pour l’étude des 
bases moléculaires de la stimulation des aquaporines à la lumière, ainsi que la recherche de 
nouvelles isoformes PIP1 et PIP2 afin d’étudier leurs rôles dans la modulation de la KF à la 
lumière. 
Participation des deux familles PIP1 et PIP2 dans la réponse de la KF à la lumière  
 Les aquaporines constituent une famille large avec 35 isofomes chez Arabidopsis 
thaliana (Johanson  et  al,  2001),  33  isoformes chez le riz (Sakurai  et  al,  2005) et 36  
isoformes chez  le mais (Chaumont  et  al,  2001). La famille PIP compte 13 membres chez 
Arabidopsis thaliana. Jusqu’à présent nous ne connaissons que 2 isoformes PIPs chez le 
noyer : JrPIP2.1 et Jr.PIP2.2, toutes les deux positivement régulées par la lumière. Dans cette 
étude, nous avons identifié 8 nouvelles isoformes : 4 JrPIP1s et 4 JrPIP2s. Toutes les 
isoformes étudiées sont positivement régulées par la lumière, ce qui prouve la participation de 
ces 2 familles dans la réponse à la lumière. L’effet de la lumière sur l’activation de 
l’expression des aquaporines a été également reporté dans d’autres contextes physiologiques 
comme les cellules motrices chez Mimosa pudica (Fleurat-Lessard et al, 1997, Moshelion et 
al, 2002) ou les cellules racinaires de Lotus japonicus et Zea mays (Henzler et al, 1999, Lopez 
et al, 2003). 
 La co-présence de ces 2 familles d’aquaporines a été reportée dans les feuilles de plusieurs 
espèces tels que: Arabidopsis thaliana (Jang et al, 2004 ; Postaire et al, 2010), le riz (Sakurai 
et al, 2005; 2008), le mais (Hachez et al, 2008) et le chêne (Quercus macrocarpa) (Voicu et 
al, 2009). 
Comme pour le système racinaire, quasiment toutes les isoformes PIPs sont exprimés à des 
degrés différent dans les feuilles matures (Alexandersson et al, 2005, Hachez et al, 2008, Jang 
et al, 2004). Ceci est en accord avec les profils d’expression des 10 JrPIPs étudiées dans les 
feuilles de noyer (Fig. 22), mais le rôle respectif de chaque isoforme dans les relations 
hydriques dans la feuille reste encore indéterminé. Aussi, toutes les isoformes étudiées sont 
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accumulées à la lumière avec une accumulation plus prononcée pour les JrPIP2s. Ce qui nous 
laisse supposer que les PIP1s assurent probablement d’autres fonctions dans la feuille de 
noyer. 
La lumière bleue serait responsable de la stimulation de la KF et des transcrits 
d’aquaporines  
L’utilisation du filtre anti bleue nous a permis d’estimer le rôle de cette qualité de 
lumière dans la stimulation de la KF et celle des transcrits d’aquaporines chez le noyer. Nos 
résultats montrent qu’en présence de ce filtre la KF est réduite de 65% par rapport aux feuilles 
témoins. Ce ci est en accord avec la seule étude qui porte sur l’effet de la qualité de lumière 
sur la KF (Voicu et al, 2008). Selon cette dernière étude, la stimulation de la KF est plus 
importante en présence de lumière bleue que les autres longueurs d’onde. Aussi, la réponse de 
la KF à la lumière blanche est plus importante que celle de l’une des longueurs d’onde 
appliquée individuellement (Voicu et al, 2008). 
 Aussi la majorité des aquaporines étudiées se trouvent fortement réprimées en 
absence de cette qualité de lumière sauf pour JrPIP2.1 et  JrPIP2.6. L’expression de ces 
aquaporines serait indépendante de la lumière bleue, elles seraient potentiellement 
responsables des 35% de stimulation de la KF en absence de cette qualité de lumière par 
rapport à l’obscurité. Ce qui nous laisse suggérer que ces 2 aquaporines soient probablement 
régulées par d’autres longueurs d’ondes. 
La régulation des aquaporines par la lumière bleue a été reportée chez Arabidopsis thaliana 
AthH2 (Kaldenhoff et al, 1995) et le tabac NtAQP1 (Lorenz et al, 2003). 
Plus intéressant, le taux d’accumulation des transcrits JrPIPs dans les feuilles privées 
de lumière bleue est plus faible que le taux basal d’expression à l’obscurité pour la majorité 
des transcrits JrPIPs (Fig. 24). Ceci prouve qu’en absence de lumière bleue, les transcrits 
JrPIPs se trouvent fortement réprimés. Comme la lumière blanche utilisée dans nos 
expérimentations est essentiellement composée de bleue et de rouge, la lumière rouge 
régulerait probablement négativement les transcrits d’aquaporines et la  réponse à la lumière 
blanche serait le résultat d’une balance entre la lumière rouge et la lumière bleue.  
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Mécanismes précocement régulés dans la réponse de la KF à la lumière  
Efficacité de l’approche globale cDNA-AFLP  
Dans notre étude, l’approche globale cDNA-AFLP a été utilisée afin de caractériser les 
mécanismes moléculaires précoces accompagnant (ou potentiellement impliqués) dans la 
modulation de la KF par la lumière chez le noyer. Cette technique a été un outil efficace pour 
l’identification des marqueurs moléculaires potentiels impliqués dans cette régulation sur des 
feuilles exposées à des courts intervalles de lumière. En effet, en raison de sa rigueur et sa 
haute reproductibilité, elle a été adoptée par plusieurs études dans le but d’obtenir un grand 
nombre de gènes candidats qui pourront être le sujet d’analyses ultérieures (Wakefield et al, 
2011 ; Cheng et al, 2010 ; Gutierrez et al, 2006 ; Yang et al, 2003 ; Eckey et al, 2004). Il 
s’agit d’une étude globale du transciptome qui ne nécessite pas la connaissance préalable du 
génome donc un outil approprié pour les espèces végétales, pour lesquelles les outils de la 
génomique fonctionnelle ne sont pas encore développés. 
Les partenaires moléculaires potentiellement impliqués dans la modulation de la 
KF et les aquaporines JrPIPs par la lumière  
A l’issue de l’étude cDNA AFLP nous avons identifié 592 TDFs différentiellement 
exprimés selon la durée d’éclairement dont 225 TDFs marqueurs « précoces » dans leur 
réponse à la lumière. Au final, seulement 187 TDFs ont servi dans la recherche d’homologie 
de séquences, les 38 TDFs restants ont des séquences redondantes. 47.6 % des séquences 
obtenues (89 sur 187 TDs) ne présentent aucune annotation fonctionnelle, ce qui suggère que 
la réponse de la feuille à la lumière implique probablement des gènes qui sont encore 
inconnus. 
La classification fonctionnelle des différents TDFs identifiés montre que  les gènes 
relatifs à la régulation cellulaire représentent la majorité des TDFs identifiés. Cette catégorie 
fonctionnelle se décline en 3 grands groupes : la transduction du signal, la maintenance des 
acides nucléiques et des protéines et la régulation protéique (Fig. 31). Ceci pourrait constituer 
une première indication de leur éventuelle implication dans la stimulation de la KF à travers la 
régulation des transcrits d’aquaporines chez le noyer. 
Le résultat le plus intéressant est l’identification de TDFs impliqués dans la 
signalisation calcique tels que Jr CaBP, JrCIPK, JrCDPK  et JrCAM. La lumière induit des 
changements de la concentration de Ca2+ dans la feuille (Babourina et al, 2002; Baum et al, 
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1999 ; Harada et al, 2003; Stoelzle et al, 2003 ; Shabala et Newman, 1999 ; Roelfsema et 
Hedrich, 2010 ; Stange et al, 2010). L’accumulation de JrCDPK dans notre étude est en 
accord avec une étude récente qui montre une accumulation de StCDPK dans la feuille de 
pomme de terre en réponse à la lumière (Giammaria et al, 2011). Ce ci suggère l’implication 
directe de la signalisation calcique dans la transduction du signal lumineux. Une autre 
éventualité serait l’implication du message calcique dans la régulation des gènes stimulés à la 
lumière comme l’a démontré une étude récente, selon laquelle un régulateur de la 
signalisation calcique : AtCLB (Ca2+-dependent lipid-binding protein) fixe le promoteur 
d’une synthase (AtTHAS1) dont l’expression est stimulé par la lumière (de Silva et al, 2011). 
Ainsi, le calcium peut jouer un rôle important dans la régulation directe ou indirecte des 
aquaporines.  
L’identification des facteurs de transcription WRKY constitue aussi un important 
résultat. La surexpression du facteur WRKY89  a été reportée en réponse à la lumière UVB 
dans les plantules de riz (Wang et al, 2007). Ici nous reportons un résultat contraire avec la 
répression de 3 TDFs WRKY (tableau IV, transduction du signal), en réponse à l’exposition 
précoce à la lumière. Ces nouveaux résultats soulignent l’importance des facteurs WRKY 
dans la reprogrammation transcriptionelle de la réponse des plantes à la lumière, 
probablement en agissant comme des répresseurs. Une étude a montré récemment le même 
profil d’expression des aquaporines et des WRKY sous stress salin (Diédhou et al, 2009), ce 
qui appuierait l’hypothèse de  la régulation potentielle des aquaporines via les facteurs 
WRKY.  
L’identification d’une protéine régulatrice nucléaire FRS7 est d’une grande 
importance. Les protéines nucléaires FRS semblent être liées à la voie de signalisation par le 
phytochrome (Lin et Wang, 2004). L’implication donc de phytochrome dans ce processus 
physiologique serait possible (Fig. 36).  
Selon la dernière étude qui a porté sur 2 aquaporines de noyer, la stimulation de la KF 
à la lumière est inhibée par un traitement à la cycloheximide (CHX : un inhibiteur de la 
traduction) dans les feuilles, ce qui prouve que cette stimulation par la lumière se fait par une 
biosynthèse de novo des aquaporines JrPIP2s (Cochard et al, 2007). L’identification de TDFs 
intervenant dans la régulation protéique tels que les protéines chaperons Hsps, vient appuyer 
ce résultat. Dans ce même cadre une accumulation transitoire des gènes codant 5 Hsps (types : 
18; 40; 70; 101 KD) et 2 Hsfs (types HsfA2 et HsfA4) a été observée (tableau IV, régulation 
protéique). Les Hsps interviennent dans la stabilisation et le maintien des protéines 
nouvellement synthétisées (Baniwal et al, 2004 ; Lee et Vierling, 2000). La modulation de la 
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transcription de ces gènes est sous le contrôle des facteurs de transcription Hsfs (Heat shock 
factor transcription factors).  
Par conséquent, Hsp70 contribuerait au renforcement de la structure des aquaporines et la 
sauvegarde de leur transport quand la température des feuilles augmente. Il est intéressant de 
supposer que HsfA4 et HsfA2 différentiellement exprimés dans nos conditions d’étude 
(tableau IV, transduction du signal), pourraient être les facteurs de transcription potentiels qui 
contrôlent la modulation des gènes JrHsp70 et ainsi les JrPIPs.  
 Une fois les aquaporines synthétisées, elles vont être transportées depuis le site de 
leur synthèse (réticulum endoplasmique, RE) jusqu’à la surface cellulaire à travers la voie de 
sécrétion, un processus majeur des organismes eucaryotes (Hwang et Robinson, 2009). La 
stimulation des gènes impliqués dans le trafic vésiculaire à la lumière vient appuyer 
l’implication de cette voie de transport dans la stimulation des JrPIPs à la lumière (Fig. 36). 
Ainsi ADP-ribosylation-factor 1(ARF1) et SYP121 (syntaxin 121) (Fig. 32F) se trouvent 
fortement accumulés à la lumière. Pour JrSYP121 qui est localisé dans les citernes cis de 
golgi, sa stimulation à la lumière suppose un accroissement du trafic vésiculaire entre le 
réticumum endoplasmic et l’appareil de golgi. La modification du trafic des vésicules trans de 
golgi comme les endocytosomes (corps sphériques, Fig. 36), parait sous le contrôle des 
adaptateurs membranaires de clathrine, eux-mêmes régulés par les ARFs (Ooi et al, 1998).  
 L’implication de la voie protéolytique ubiquitine- protéasome a été aussi démontrée 
dans cette étude avec l’identification de 11 gènes reliés potentiellement au processus de 
protéolyse qui subissent une stimulation précoce et significative à la lumière (tableau IV, 
maintenance protéique). L’implication de l’ubiquitination dans le fonctionnement des 
aquaporines a été démontrée chez Arabidopsis thaliana avec l’identification d’une interaction 
physique entre une RING ubiquitine ligase E3 et l’aquaporine (AtPIP2;1) (Lee et al, 2009).  
 L’identification d’une enzyme clé dans la signalisation des sphingolipides : la 
céramidase (JrCDase) qui est réprimée dans le cas de notre étude est d’une grande 
importance. En effet, cette enzyme sépare la céramide des acides gras pour former la 
sphingosine qui est phosphorylée par une sphingosine kinase pour former la sphingosine-1-
phosphate (S1P). Il a été démontré que S1P constitue un messager calcique actif dans les 
wqwWcellules stomatiques en réponse à la sécheresse et la signalisation par l’acide 
abscissique (Ng et al, 2001). En se basant sur nos résultats, on peut suggérer que l’inhibition 
de JrCDase (Fig. 32D) conduit à des fluctuations de [Ca2+]cyt qui peuvent être perçues par au 
moins l’une des protéines fixatrices de calcium conduisant à une régulation de la KF ainsi que 
l’expression des aquaporines.  
 125
DISCUSSION GENERALE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 36 : Modèle intégratif hypothétique montrant les partenaires moléculaires (sur une sélection 
des TDFs identifiés) potentiellement modulés avec la stimulation de la conductivité hydraulique (KF) 
et les aquaporines JrPIPs dans les feuilles de noyer exposées à la lumière. 
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L’effet de la lumière sur la feuille pourrait aussi modifier la rigidité de la paroi cellulaire. 
L’inhibition de la xyloglucane endotransglycosylase (JrXTR) (Fig 32D) jouerait en faveur 
d’une grande extensibilité de la paroi cellulaire. L’inhibition de XTRs par la lumière a été 
déjà reportée (Xu  et  al,  1996 ; Kuno et al, 2000). Un tel événement couplé à la stimulation 
des JrPIP2s à la lumière serait responsable d’une grande turgescence foliaire dans nos 
conditions expérimentales.  
Enfin, l’identification de TDFs reliés à la photosynthèse (tableau IV, métabolisme carboné) 
suggère qu’il y’aurait un lien entre les mécanismes de régulation de la photosynthèse et ceux 
de la modulation de la KF comme précédemment démontré par Brodribb et al. (2007).  
 Aussi, la stimulation d’une NADH-plastoquinone reductase (JrPlastQ), une enzyme 
clé dans le complexe NADH déshydrogénase chloroplastique impliquée dans la réponse au 
stress oxidatif a été reportée (Fig. 32D). Ainsi, la synthèse de composés photo-protecteurs 
comme les plastoquinones, peut avoir lieu immédiatement afin de protéger l’intégrité de 
l’appareil chloroplastique contre le stress (photo) oxydatif, aussi bien que l’ouverture des 
aquaporines connues pour être inhibées par les espèces réactives à l’oxygène (ROS) (Kim and 
Steudle 2009). 
Au final et en tenant compte de la connaissance des processus moléculaires impliqués 
dans les réponses des plantes à la lumière, cette analyse cDNA AFLP, dévoile plusieurs 
mécanismes hypothétiques pouvant être impliqués dans la régulation précoce de certains 
TDFs par la lumière (Fig. 36). L’accumulation ou l’inhibition rapide de ces TDFs serait 
nécessaire pour la modulation de l’expression des aquaporines et ainsi la KF dans les feuilles 
de noyer.  
Le complexe Ca2+/CaM modulerait les transcrits d’aquaporines et la KF du noyer à 
la lumière  
Les résultats de la cDNA-AFLP ont dévoilé l’importance du calcium dans la 
transduction du signal lumineux avec l’identification plusieurs acteurs de la signalisation 
calcique (tableau IV, transduction du signal).  
Dans cette étude, nous validons le rôle du signal calcique dans la modulation de la KF et des 
transcrits d’aquaporines par la lumière par l’étude de l’effet d’un inhibiteur des canaux 
calciques : le lanthanum (LaCl3) et d’un antagoniste de calmoduline : N- 6-aminohexyl-5-
chloro-1-naphthalenesulfonamide (W7) sur la KF et sur les transcrits de 10 aquaporines de 
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noyer. Une étude récente a prouvé le rôle de la signalisation calcique dans la transduction de 
la lumière rouge chez le blé, en utilisant ces deux inhibiteurs (Gupta et al, 2010). 
En se basant sur nos résultats pharmacologiques et moléculaires, on peut déduire que 
la voie de transduction Ca2+/CaMs peut être impliquée dans la réponse de la KF à la lumière.  
L’effet inhibiteur du lanthanum (LaCl3) sur la stimulation de la KF par la lumière  
signifie que la transduction du signal lumineux implique une élévation de la [Ca2+]cyt, 
probablement par un flux de Ca2+ depuis l’apoplasme vers le cytosol. Les fluctuations de 
[Ca2+]cyt sont perçues par des protéines fixatrices de Ca2+ de la famille EF hand. Parmi les 
protéines Ca2+dépendantes identifiées, JrCaM  est fortement accumulée durant la cinétique 
lumière et retourne à son niveau basal d’expression à l’obscurité (Fig. 32B).Une accumulation 
similaire des transcrits CaM a été observée en réponse à différents stimuli et témoigne de 
l’implication des CaM dans la transduction du signal dans ces stimuli (Du et al, 2009, 
Poovaiah et al, 2002, Phean-o-pas et al, 2005). 
Aussi, la perfusion de W7 (antagoniste de calmoduline) dans les feuilles 1h avant 
l’illumination, est accompagnée d’une réduction remarquable de la KF comparée aux feuilles 
témoins (Fig. 34A). Une réduction similaire a été observée quand W7 est appliqué après 
90min d’illumination (W7-lumière2, Fig. 34B et C), correspondant au maximum 
d’accumulation des transcrits JrCaM (Fig. 32B).  
Quant aux transcrits d’aquaporines, la perfusion des feuilles avec du W7 ou LaCl3 provoque 
une réduction remarquable  du taux des transcrits de la majorité des JrPIPs isolées (Fig. 35). 
Ces résultats supposent que le signal lumineux nécessaire pour la stimulation de la KF est 
perçu par le complexe Ca2+/CaM qui peut réguler soit l’expression des gènes en interagissant 
avec des facteurs de transcriptions spécifiques (Kim et al, 2007, Doherty et al, 2009), soit en 
régulant l’activité protéique (Popescu et al, 2007). Ces deux possibilités sont envisagées dans 
le cas des aquaporines. 
Jusqu’à maintenant les études qui ont porté sur la régulation calcique des aquaporines, 
ont montré que le calcium agirait directement sur l’ouverture des aquaporines (Alleva et al, 
2006, Cabaňero et al, 2006, Ionenko et al, 2006, Johansson et al, 1996 ;1998, Martinez-
Ballesta et al, 2008). Dans ce travail, nous reportons pour la première fois le rôle potentiel de 
la signalisation calcique dans la stimulation de la KF et des transcrits d’aquaporines à la 
lumière chez le noyer. 
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Figure 37 : Modèle putatif de résistance de la conductivité hydraulique dans les feuilles de noyer 
impliquant une voie de signalisation calcique dans la modulation des transcrits JrPIPs par la lumière 
Ra: résistance hydraulique de l’apoplasme dans le mésophylle; Rs: résistance hydraulique du 
symplasme dans le mésophylle ; Rv: résistance hydraulique du système vasculaire ; flèches noires: 
régulations de l’abondance des transcrits; flèches rouges: réseau de signalisation ; flèches bleues: flux 
aqueux ; flèches roses: diminution de la résisatnce hydraulique Rs (Rs = 1/KF). 
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En se basant sur les résultats antérieurs reportés chez le noyer (Cochard et al, 2007), 
nous  proposons un modèle hypothétique de transport d’eau dans les feuilles de noyer (Fig. 
37) selon lequel l’eau peut emprunter deux voies différentes et dépendantes de la lumière. Ce 
modèle hypothétique tient compte de nos résultats pharmacologiques et moléculaires (Figs. 34 
et 35). A l’obscurité, la faible KF reflète la prédominance de la voie apoplasmique. Cette 
dernière est corrélée avec l’expression basale des aquaporines JrPIPs et semble indépendante 
de la signalisation calcique. Par contre, la stimulation de la KF à la lumière résulte de la 
stimulation de la voie transcellulaire qui nécessite une forte accumulation de la majorité des 
aquaporines JrPIP1s et JrPIP2s et implique la signalisation calcique en particulier le 
complexe Ca2+/CaM. Ces nouvelles considérations fournissent un nouveau fondement dans 
les aspects mécanistiques de la régulation de la KF ainsi que l’expression des aquaporines par 
la lumière, et contribueraient à la compréhension des relations hydriques dans la feuille.
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La capacité des plantes à approvisionner les feuilles en eau, détermine leur 
productivité et leur survie. La résistance hydraulique foliaire RF est une composante majeure 
du transport d’eau dans toute la plante. Elle contribue jusqu’à 60 à 80% dans la résistance 
hydraulique aérienne et 50% dans la résistance hydraulique de toute la plante (Sack et 
Holbrook, 2006). De ce fait, ce paramètre influence le taux de transpiration ainsi que la 
capacité photosynthétique. 
Comme celle de la racine, la résistance hydraulique foliaire est une variable 
dynamique et est sous le contrôle des facteurs environnementaux. L’implication des 
aquaporines dans le contrôle de la conductance hydraulique racinaire a été largement 
documenté (Javot et Maurel, 2002 ; Tyerman et al, 2002 Martínez-Ballesta et al, 2003 ; 
Beaudette et al, 2007 ; Bramley et al, 2009 North et al, 2004 ; Secchi et al, 2007 ; Vandeleur 
et al, 2009).  
La stimulation de la conductivité hydraulique foliaire (KF) par la lumière a été 
relativement bien documentée durant les cinq dernières années (Cochard et al, 2007 ; Voicu et 
al, 2008 ; Voicu et al, 2009 ; Kim et steudle, 2007 ; 2009 ; sellin et Kupper, 2007 ; Sellin et 
al, 2008). Chez plusieurs espèces, la stimulation de la KF a été liée à l’accroissement du taux 
des aquaprines (Moshelion et al, 2002 ; Lopez et al, 2003 ; Cochard et al, 2007; Kim et 
steudle, 2009). De plus, les bases moléculaires de cette réponse restent très peu étudiées.   
Chez le noyer (Juglans regia),  les premiers travaux menés au laboratoire ont permis 
de relier  la stimulation de sa KF par la lumière à l’accroissement de la quantité de transcrits 
de deux isoformes d’aquaporines (JrPIP2.1 et JrPIP2.2) (Cochard et al, 2007). Notre travail 
de thèse s’inscrit dans la continuité de ces derniers travaux et avait pour objectif majeur 
d’identifier les mécanismes moléculaires précoces potentiellement impliqués dans la 
modulation de la conductivité hydraulique foliaire chez le noyer. 
A) L’effet de la lumière sur la conductivité hydraulique dépend de l’espèce 
étudiée     
La stimulation de la KF à la lumière varie selon les espèces (Sack et Tyree, 2005, Sack 
et Holbroock, 2006). Ici, nous avons comparé la réponse de cinq espèces forestières à la 
lumière : le noyer (Juglans regia), le hêtre (Fagus sylvatica), le saule blanc (Salix alba), le 
chêne (Quercus robur) et le tremble (Populus tremula) en mesurant leurs KF respectifs à 
l’obscurité et après deux heures d’illumination. Les résultats montrent que trois d’entre elles 
montrent une stimulation importante à la lumière (Quercus robur, Fagus sylvatica et Juglans 
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regia). La plus forte stimulation a été observée pour le noyer avec une valeur de 26 mmol s-1 
m-2 MPa-1 au bout de deux heures d’illumination (Fig. 16A). Ces différences interspécifiques 
restent encore inexplicables. Néanmoins, des études suggèrent que les différences dans 
l’intensité de la KF dépendent de la contribution de la voie xylémienne et extraxylémienne 
dans la feuille (Sack et Holbrook, 2006). Aussi, les caractéristiques structurales de la feuille 
comme la densité, la taille, la géométrie des faisceaux vasculaires et leur arrangement dans les 
nervures qui sont très variables selon les espèces (Roth-Nebelsik et al, 2001), semblent jouer 
un rôle majeur dans la distribution de l’eau dans la feuille.   
B) Les aquaporines joueraient un rôle important dans la modulation de la 
conductivité hydraulique foliaire par la lumière chez le noyer  
La corrélation entre la KF et les transcrits d’aquaporines n’est pas générale. Ainsi, 
nous avons comparé les profils d’expression des sous-familles PIP1 et PIP2 chez Juglans 
regia, Fagus sylvatica, Quercus robur, salix alba et Populus tremula sous deux conditions 
contrastées à l’obscurité et à la lumière. A l’obscurité, pour les différentes espèces étudiées, la 
faible KF est associée à une faible accumulation des transcrits PIP1s et PIP2s. A la lumière, 
aucune corrélation n’a été trouvée entre le taux de stimulation de KF et celle des transcrits 
d’aquaporines sauf pour le noyer (Juglans regia). L’absence de corrélation entre la réponse de 
KF et celle des transcrits d’aquaporines prouvent que ces dernières ne jouent pas un rôle dans 
la réponse de la KF à la lumière pour ces espèces. 
Par contre, chez le noyer la stimulation de la KF a été associée à une accumulation à la fois 
des transcrits JrPIP1s et JrPIP2s (Fig. 16B). Ceci indique une relation entre l’expression des 
aquaporines  PIP1 et PIP2 et la stimulation de la KF à la lumière chez cette espèce. Par rapport 
aux premiers résultats montrant une possible implication de deux isoformes d’aquaporines 
(JrPIP2,1 et JrPIP2,2), (Cochard et al, 2007). Ce travail a été complété par l’identification de 
8 nouvelles isoformes 4 JrPIP1s et 4 JrPIP2s, toutes positivement régulées par la lumière 
avec une accumulation plus prononcée pour les JrPIP2s (Fig. 22). 
La lumière agit sur la quantité de transcrit d’aquaporines par sa qualité. En absence de 
lumière bleue, la KF est réduite de 65% par rapport aux feuilles témoins. Cette dernière 
retrouve sa valeur maximale quand le filtre est enlevé (Fig.23).  
Aussi, en absence de lumière bleue, la majorité des transcrits d’aquaporines 
(JrPIP2,3 ; JrPIP2,4; JrPIP2,5; JrPIP1,1; JrPIP1,3 et JrPIP1,4) se trouvent fortement 
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réprimés ; ceci suggère la contribution majeure de la lumière bleue dans la stimulation des 
aquaporines à la lumière.  
Plus intéressant, le taux d’accumulation des transcrits JrPIPs dans les feuilles privées 
de lumière bleue est plus faible que le taux basal d’expression à l’obscurité pour la majorité 
des transcrits JrPIPs (Fig. 24). Ceci prouve qu’en absence de lumière bleue, les transcrits 
JrPIPs se trouvent fortement réprimés. Il nous semble désormais nécessaire d’étudier l’effet 
d’autres qualités de lumière en particulier la lumière rouge afin de comprendre la contribution 
de chaque longueur d’onde dans la modulation de la KF et des transcrits d’aquaporines chez le 
noyer.  
C) Le calcium serait impliqué dans la transduction de signal lumineux nécessaire à 
la stimulation de la conductivité hydraulique et expression d’aquaporines  
Afin d’élucider les mécanismes moléculaires accompagnant et potentiellement 
impliqués dans la modulation de la KF ainsi que la régulation des transcrits JrPIPs par la 
lumière chez le noyer, nous avons entrepris une approche globale sans apriori, la cDNA-
AFLP sur une cinétique lumière (0, 15mn, 30mn, 1h, 2h et retour à l’obscurité). Cette 
approche avait pour but de dégager les acteurs moléculaires précoces qui potentiellement 
pourraient être impliqués dans ce processus. 
L’approche cDNA-AFLP a été efficace avec l’identification de 592 TDFs différentiellement 
exprimés selon la durée d’éclairement dont 225 TDFs classés comme marqueurs « précoces » 
dans leur réponse à la lumière (15 et/ou 30min). Parmi les 225 TDFs précoces, 126 marqueurs 
sont stimulés et 99 sont réprimés par lumière. Au final, seulement 187 TDFs ont servi dans la 
recherche d’homologie de séquences, les 38 TDFs restants ont des séquences redondantes. 
47.6 % des séquences obtenues (89 sur 187 TDFs) ne présentent aucune annotation 
fonctionnelle correspondant soit à des protéines hypothétiques ou des gènes non encore 
identifiés.  
Au final, les 93 séquences pour lesquelles une fonction putative a été trouvée, ont été 
classées en 10 catégories fonctionnelles comme suit : métabolisme carboné, métabolisme 
d’acides gras, métabolisme des dérivés, métabolisme cellulaire, transport, maintenance 
protéique, transduction du signal, stress et défense, protéines de régulation et maintenance 
ARN/ADN (Fig. 31). 
La validation de l’analyse cDNA-AFLP par analyse RT-PCR  en temps réel, a été 
menée sur 30 gènes qui ont été sélectionnés selon leur réponse précoce à la lumière. Pour tous 
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les gènes étudiés, les profils de PCR en temps réel confirment globalement les résultats de 
l’analyse AFLP.  
Les principaux résultats relatifs à cette partie sont les suivants : L’identification de 9 
facteurs de transcription : un facteur de la sous famille RAV1-AP2domain, un facteur de 
réponse à l’éthylène de type 5, un facteur de réponse à l’auxine, un facteur de transcription 
homéotique, 2 facteurs de transcription du type Heat shock (HsfA2 et HsfA4) et 3 facteurs de 
transcription WRKY. Dans notre étude, les 3 facteurs WRKY sont réprimés à la lumière. 
Nous avons prêté une attention particulière à l’un d’entre eux (JrWRKY) qui est inversement 
corrélé avec la dynamique de KF et les profils d’expression des JrPIPs (Fig. 32A). Les 
facteurs WRKY agiraient probablement comme des répresseurs sur la transcription des 
aquaporines en réponse des plantes à la lumière. Comme l’effet de la lumière sur la KF est 
corrélé avec l’abondance des transcrits de plusieurs aquaporines : JrPIP2,1 et JrPIP2,2, 
JrPIP2,4 et JrPIP2,5 (Fig. 22), l’identification d’un élément cis de réponse à JrWRKY dans le 
promoteur de ces aquaporines serait la première étape dans la compréhension du rôle des 
facteurs de transcription WRKY dans la stimulation de la KF par la lumière. 
• L’identification des protéines régulatrices telles que : les Hsps (heat shock 
proteins), la protéine FRS7 (pour FAR1-related Sequence 7), et la protéine BTB à domaine 
TAZ.  
Dans nos conditions expérimentales, une accumulation transitoire des gènes codant 5 
Hsps (types : 18; 40; 70; 101 KD) et 2 Hsfs (types HsfA2 et HsfA4) a été observée. Les 
protéines Hsps qui sont sous le contrôle des facteurs de transcription Hsfs (Heat shock factor 
transcription factors), jouent un rôle essentiel dans la maintenance et/ou la réparation des 
protéines nouvellement synthétisées. Nous avons prêté une attention particulière à 3 d’entre 
eux: 2 JrHsp70 qui montrent une modulation contrastée: JrHsp70a est fortement accumulé, 
alors que JrHSP70b est réprimé à la lumière, et un facteur de transcription JrHsfA4 qui 
montre une accumulation différentielle précoce (Fig 32C). Par conséquent, JrHsp70 
contribuerait à la stabilisation des aquaporines en condition d’éclairement. Un rôle similaire 
de JrHsfA dans la stimulation de la KF serait possible vu l’implication de biosynthèse de novo 
des protéines dans ce processus (Cochard et al, 2007). Ainsi une interaction serait possible 
entre la protéine de régulation Hsp 70 et les aquaporines. L’identification d’interaction par 
double hybride entre ces 2 partenaires appuierait cette hypothèse. 
La protéine régulatrice nucléaire FRS7, qui est stimulé dans nos conditions d’étude, 
est d’une grande importance car ces protéines semblent être liées à la voie de signalisation par 
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le phytochrome (Lin et Wang, 2004). L’implication donc de phytochrome dans ce processus 
physiologique serait possible (Fig. 36).  
Quant à  JrBtbTaz, il est plutôt réprimé à la lumière et retourne à son niveau basal 
d’expression quand les feuilles sont remises à l’obscurité. Le rôle de ces protéines dans les 
voies de signalisation par la lumière a été documenté (Mandadi et al, 2009). Il serait 
intéressant de déterminer si ces 2 modulateurs de transduction (FRS7 et BTB) pourraient 
interagir, directement ou indirectement avec les facteurs de transcriptions régulant les gènes 
d’aquaporines. 
• La stimulation des gènes impliqués dans le trafic vésiculaire tels que ADP-
ribosylation-factor 1(ARF1) et SYP121 (syntaxin 121) qui se trouvent fortement accumulés à 
la lumière (Fig. 32F) vient appuyer l’implication de cette voie de transport dans la stimulation 
des JrPIPs à la lumière. L’utilisation du Brefeldin A et/ou  le Tyrphostin A23, un inhibiteur 
du chargement des protéines transportées des endosomes vers la membrane plasmique et 
l’analogue structural de la tyrosine qui interfère avec la fonction de clathrine,  serait d’un 
grand intérêt pour valider l’implication de cette voie de transport dans la stimulation des 
JrPIPs à la lumière. 
• L’implication de la voie protéolytique ubiquitine-protéasome a été aussi 
démontrée dans cette étude avec l’identification de 11 gènes reliés au processus de protéolyse. 
Les plus signifiants d’entre eux sont : un gène codant pour une protéine E2 ubiquitine ligase, 
un codant pour plusieurs isoformes de E3 ubiquitine ligases, un codant pour une protéine 
RING-finger copine-like et un autre codant pour une protéine F-box, tous sont stimulés à la 
lumière. Des études pharmacologiques utilisant un inhibiteur du protéasome 26S (MG132) 
peuvent être envisagées dans le futur afin de comprendre le rôle de cette voie dans la 
stimulation des JrPIPs à la lumière. 
• l’identification de TDFs reliés à la photosynthèse tels que la ribulose biphosphate 
carboxylase (JrRUB), la protéine J du photosystème II, la protéine D1 du photosystème II 
(JrPSII-d1) et la sous unité beta d’une ATP synthase chloroplastique (JrATPase),  suggère 
qu’il y’aurait un lien entre les mécanismes de régulation de la photosynthèse et ceux de la 
modulation de la KF.  Il serait intéressant dans le futur d’étudier la corrélation entre la 
stimulation de la KF à la lumière avec la stimulation de la photosynthèse et la conductance du 
mésophylle (gm) au CO2 et si ces événements physiologiques sont couplés à une modulation 
d’aquaporines chez le noyer.  
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Hypothèse CALCIQUE :  
• L’identification de protéines calcium-dépendantestelles que JrCAM (calmoduline), 
JrCDPK (Ca2+ dependant protein kinase),  JrCIPK (CBL-interacting protein kinase) et 
JrCaBP (calcium binding protein). A l’exception de JrCaBP, l’accumulation des transcrits de  
JrCIPK, JrCDPK  et JrCAM, est précoce et transitoire ; Ce résultat suggère l’implication de 
la signalisation calcique dans la transduction du signal lumineux dans les feuilles de noyer.  
 
Dans ce cadre, nous avons validé le rôle potentiel que peut jouer le signal calcique  
dans la modulation de la KF et des transcrits JrPIPs par la lumière. Nous avons étudié l’effet 
d’un inhibiteur des canaux calciques : le lanthanum (LaCl3) et d’un antagoniste de 
calmoduline : N- 6-aminohexyl-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide (W7) sur la KF et sur les 
transcrits de 10 JrPIPs identifiées.  
Il en ressort que la perfusion des inhibiteurs calciques dans les feuilles 1h avant l’illumination, 
provoque une réduction remarquable de la KF à la lumière comparée aux feuilles témoins 
(Fig. 34A). Une réduction similaire a été observée quand ces inhibiteurs sont appliqués après 
90min d’illumination quand la KF ait atteint son maximum de stimulation (Fig. 34B). Aussi, 
la perfusion des feuilles avec du W7 ou LaCl3 provoque une réduction remarquable  du taux 
des transcrits de la majorité des JrPIPs isolées (Fig. 35). Ces résultats supposent que le signal 
lumineux nécessaire pour la stimulation de la KF est perçu par le complexe Ca2+/CaM qui peut 
réguler soit directement ou indirectement l’expression des gènes d’aquaporines. Il serait 
intéressant d’envisager la visualisation du ca2+ intracellulaire en injectant un marqueur 
fluorescent afin de mettre en évidence la libération de ce signal sous l’effet de la lumière. 
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Annexe 1 : Alignement des séquences d’aquaporines PIP1 de Juglans regia, Fagus sylvativa, 
Quercus robur, Salix alba, Populus trichocarpa x Populus deltoides PtdPIP1.3 (GQ249666) 
et Populus tremula x Populus tremuloides PtdPIP1.2 (AJ849322). 
 
 
 
 
 
                    550       560       570       580       590       600 
                      |         |         |         |         |         | 
JrPIP1       -------------------TGCAGGGTGGTGGAGCTAATGTTGTGAAACCCGGTTACACC 
QrPIP1       ---------------------CAGGGTGGTGGAGCTAATGTTGTGAACCATGGCTACACC 
SaPIP1       --------------------TCAGGGTGGTGGAGCTAATGTTGTGAATCATGGATACACT 
PttPIP1.2    GGAAGCCACAACTTCGAGCTTCAGGGTGGTGGAGCTAATGTTGTGAATCATGGATACACC 
PtdPIP1.3    GGAAGCCACAACTACGAGCTTCAGGGTGGCGGAGCTAATGTTGTGAATCATGGATACACC 
FsPIP1       -------------------TACAGGGTGGTGGAGCTAATGTTGTTGCCCCTGGCTACACT 
Primer for                                                         TACACi 
                                                                  
 
                    610       620       630       640       650       660 
                      |         |         |         |         |         | 
JrPIP1       AAGGGTGATGGCCTTGGAGCTGAGATTGTTGGCACTTTCGTTCTCGTTTACACCGTTTTC 
QrPIP1       AAGGGTGATGGCCTTGGAGCTGAGATTGTTGGCACTTTTGTCCTTGTCTACACTGTCTTC 
SaPIP1       AAGGGTGATGGCCTTGGTGCTGAGATAATTGGTACCTTTGTTCTTGTCTACACTGTCTTC 
PttPIP1.2    AAGGGTGATGGCCTTGGTGCAGAGATAGTCGGTACCTTTGTTCTCGTGTACACTGTATTC 
PtdPIP1.3    AAGGGTGATGGCCTTGGTGCAGAGATAGTCGGTACCTTCGTTCTTGTCTACACTGTCTTC 
FsPIP1       AAAGGTGATGGCCTTGGTGCTGAAATTGTCGGTACCTTTGTTCTTGTTTACACTGTGTTC 
             AAiGGTGATGGCCTTGG  
 
                    670       680       690       700       710       720 
                      |         |         |         |         |         | 
JrPIP1       TCTGCAACTGATGCCAAGAGGAATGCTAGAGACTCCCATGTCCCTATCTTGGCTCCACTT 
QrPIP1       TCTGCTACTGATGCCAAGAGAAACGCCAGAGACTCTCACGTCCCTATTTTGGCTCCACTT 
SaPIP1       TCTGCCACTGATGCCAAGAGAAATGCCAGAGACTCTCACGTCCCTATTTTGGCTCCTCTT 
PttPIP1.2    TCTGCCACTGATGCCAAGAGAAACGCTAGAGACTCTCATGTCCCTATTTTGGCTCCCCTT 
PtdPIP1.3    TCTGCCACTGATGCTAAGAGGAACGCTAGAGACTCTCATGTCCCTATTTTGGCTCCCCTT 
FsPIP1       TCTGCCACCGATGCCAAGCGTAGCGCTAGGGACTCCCATGTTCCCATTTTGGCACCTCTA 
 
                    730       740       750       760       770       780 
                      |         |         |         |         |         | 
JrPIP1       CCAATTGGGTTTGCAGTGTTTTTGGCGCATTTGGCTACCATCCCCATAACTAAT------ 
QrPIP1       CCCATAGGGTTTGCTGTGTTCTTGGTTCATTTGGCTACCATCCCCATAACT--------- 
SaPIP1       CCCATTGGATTCGCAGTCTTCTTGGTTCATTTGGCTACCATCCCCATAACT--------- 
PttPIP1.2    CCCATTGGATTCGCAGTCTTCTTGGTTCATTTGGCTACCATCCCCATAACTGGAACTGGC 
PtdPIP1.3    CCCATTGGATTCGCAGTCTTCTTGGTTCATTTGGCTACCATCCCCATAACTGGAACTGGC 
FsPIP1       CCTATTGGGTTCGCAGTGTTTTTGGTGCATTTGGCTACCATCCCCATAACT--------- 
Primer rev                                  TGGCTACCATCCCCATAACT          
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Annexe 2 : Alignement des séquences d’aquaporines PIP2 de Juglans regia, JrPIP2.1 
(AY189973) ; JrPIP2.2 (AY189974), Fagus sylvativa, Quercus robur, Salix alba, Populus 
trichocarpa x Populus deltoides PtdPIP2.6 (GQ249668) et Populus tremula x Populus 
tremuloides PttPIP2.1 (AJ849324). 
 
 
 
 
                    730       740       750       760       770       780 
                      |         |         |         |         |         | 
FsPIP2       GAGATTCCCATGTTCCGGTTTTGGCACCACTCCCAATTGAATTTGCGGTGTTCATTGTTC 
JrPIP2.1     GAGATTCCCATGTACCTGTCTTGGCACCACTTCCAATCGGGTTTGCTGTGTTTATGGTTC 
JrPIP2.2     GAGATTCCCATGTTCCTGTATTGGCACCACTTCCAATCGGATTTGCCGTGTTCATGGTTC 
PtdPIP2.6    GTGACTCCCACGTCCCTGTGTTGGCTCCACTTCCAATCGGGTTTGCTGTGTTCATGGTAC 
PttPIP2.1    GTGACTCTCATATCCCTGTCTTGGCTCCCCTTCCAATTGGGTTTGCTGTGTTCATGGTCC 
QrPIP2       -------------------------------------TGGGTTTGCTGTGTTCATGGTAC 
SaPIP2       --------------------------------------GGGTTTGCTGTGTTCATGGTTC 
Primer for                                         GGiTTTGCTGTGTTiATGGT 
 
                    790       800       810       820       830       840 
                      |         |         |         |         |         | 
FsPIP2       ACTTG-GCCACAATCCCAATCACTGGCACTGGCATCAACCCCGCTAGGAGCCTTGGAGCT 
JrPIP2.1     ATCTG-GCTACCATTCCAATCACCGGAACTGGTATCAATCCGGCTCGAAGCTTCGGAGCT 
JrPIP2.2     ACCTG-GCCACCATTCCAATCACCGGAACTGGTATTAATCCGGCTCGAAGCTTCGGAGCT 
PtdPIP2.6    ACTTG-GCCACAGTCCCTATAACTGGTACTGGCATCAACCCTGCCAGGAGCTTCGNCGCT 
PttPIP2.1    ACCTA-GCCACAATCCCTATTACTGGTACTGGCATTAACCCTGCTAGGAGCTTTGGTGCT 
QrPIP2       ACTTG-GCCACCATCCCCATCACTGGTACTGGTATTAACCCAGCTAGGAGTTTTGGGGCT 
SaPIP2       ACTTGTGCCACAATCCCTATTACCGGTACTGGTATTAACCCTGCCAGGAGCTTTGGAGCT 
 
                    850       860       870       880       890       900 
                      |         |         |         |         |         | 
FsPIP2       GCTGTTATCTACAACAAGGACACGGCCTGGGATGACCAATGGATCTTTTGGGTTGGGCCA 
JrPIP2.1     GCTGTCATCTACGGCAAGGACAAGGCATGGAATGACCAATGGATTTTCTGGGTTGGACCA 
JrPIP2.2     GCTGTGATCTATGGCAAGGATAAGGCATGGGATGACCAATGGATTTTCTGGGTCGGACCC 
PtdPIP2.6    GCTGTCATCTTCAACAATGAAAAAGCCTGGGATGATCATTGGATTTTCTGGGTTGGGCCA 
PttPIP2.1    GCTGTCATCATCAACGATAAGAAAGCCTGGGATGATCATTGGATTTTCTGGGTTGGGCCA 
QrPIP2       GCTGTGATCTACAACAACGAAAAAGTTTGGGATGAGCATTGGATCTTCTGGGTTGGTCCA 
SaPIP2       GCTGTCATCTTCAACAATGAGAAAGCCTGGGATGATCATTGGATTTTCTGGGTTGGGCCA 
Primer Rev                                          TGGATiTTCTGGGTTGGiCCA 
 
                    910       920       930       940       950       960 
                      |         |         |         |         |         | 
FsPIP2       TTCATTGGTGCAGCTATTGCAGCTTTCTACCACCA-ATTCATCTTGAGAGCCGGTGCTGT 
JrPIP2.1     TTCATTGGAGCTGCTATTGCTGCATTCTATCACCA-GTACATCTTGAGAGCTGGCGCTGC 
JrPIP2.2     TTCATTGGTGCCGCAATAGCTGCATTCTATCACCA-GTACATTTTGAGAGCTGCCGCTGC 
PtdPIP2.6    TTTGTGGGAGCATTAGCAGCTGCCGCATACCACCA-GTACATTTTGAGAGCGGCAGCAAT 
Pttpip2.1    TTTGTTGGAGCATTAGCAGCAGCTGCATACCACCA-GTACATTTTGAGAGCAGGAGCCAT 
QrPIP2       TTTGTTGGAGCACTAGCAGCAGCAGCTTATCACCAAGTACATATTGAGAGCGGCAGCAAT 
SaPIP2       TTTGTGGGAGCATTAGCAGCTGCTGCATACCACCA-GTACATTTTGAGAGCGGCAGCAAT 
             TT  
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Annexe 3: Alignement des sequences protéiques JrPIP1 et JrPIP2 obtenues par le programme 
CLUSTALX . Les motifs NPA conservés sont en jaune. Les hélices transmembranaires sont 
encadrées en rouge. les résidus de sélectivité sont en bleu. Les résidus histidine sont en vert et 
les motifs de phosphorylation sont en rose 
 
JrPIP2;1 
JrPIP2;2 
JrPIP2;3 
JrPIP2;4 
JrPIP2;5 
JrPIP1;1 
JrPIP1;2 
JrPIP1;4 
JrPIP1;3 
JrPIP2;6 
JrPIP2;1 
JrPIP2;2 
JrPIP2;3 
JrPIP2;4 
JrPIP2;5 
JrPIP1;1 
JrPIP1;2 
JrPIP1;4 
JrPIP1;3 
JrPIP2;6 
JrPIP2;1 
JrPIP2;2 
JrPIP2;3 
JrPIP2;4 
JrPIP2;5 
JrPIP1;1 
JrPIP1;2 
JrPIP1;4 
JrPIP1;3 
JrPIP2;6 
JrPIP2;1 
JrPIP2;2 
JrPIP2;3 
JrPIP2;4 
JrPIP2;5 
JrPIP1;1 
JrPIP1;2 
JrPIP1;4 
JrPIP1;3 
JrPIP2;6 
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Annexe 4 : Protéines inconnues obtenues par cDNA AFLP à partir de TDFs précocement 
régulés dans les feuilles de noyer exposées à la lumière. 
 
TDFa Accession AFLPb Size (pb)
Number profil 
TDF009 GR410241 + 71
TDF001 GR410235 + 80
TDF004 GR410237 + 122
TDF013 GR410245 + 222
TDF014 GR410246 + 93
TDF016 GR410248 + 141
TDF020 GR410252 + 83
TDF026 GR410258 + 152
TDF028 GR410260 + 215
TDF069 GR410299 + 250
TDF072 GR410302 + 999
TDF076 GR410306 + 230
TDF088 GR410317 + 102
TDF092 GR410320 + 124
TDF099 GR410326 + 81
TDF100 GR410327 + 150
TDF102 GR410329 + 133
TDF103 GR410330 + 169
TDF105 GR410332 + 167
TDF106 GR410333 + 72
TDF112 GR410339 + 149
TDF115 GR410341 + 123
TDF126 GR410346 + 124
TDF127 GR410347 + 264
TDF133 GR410350 + 151
TDF136 GR410353 + 63
TDF140 GR410355 + 145
TDF141 GR410356 + 149
TDF145 GR410360 + 160
TDF151 GR410365 + 133
TDF153 GR410367 + 87
TDF035 GR410266 - 87
TDF037 GR410268 - 158
TDF040 GR410271 - 172
TDF042 GR410273 - 176
TDF043 GR410274 - 268
TDF048 GR410279 - 188
TDF049 GR410280 - 255
TDF052 GR410283 - 224
TDF054 GR410285 - 196
TDF055 GR410286 - 190
TDF056 GR410287 - 158
TDF057 GR410288 - 136
TDF058 GR410289 - 118
TDF059 GR410290 - 102
TDF063 GR410293 - 55
TDF065 GR410295 - 86
TDF066 GR410296 - 223
TDF067 GR410297 - 59
TDF174 GR410381 - 202
TDF175 GR410382 - 248
TDF177 GR410384 - 426
TDF179 GR410386 - 84
TDF180 GR410387 - 229
TDF183 GR410390 - 182
TDF184 GR410391 - 214
TDF187 GR410394 - 259
TDF189 GR410395 - 201
TDF193 GR410398 - 139
TDF198 GR410402 - 324
TDF199 GR410403 - 68
TDF208 GR410409 - 126
TDF212 GR410413 - 110
TDF218 GR410418 - 267
TDF220 GR410419 - 54
TDF221 GR410420 - 84
TDF223 GR410422 - 73
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 Abstract:  
 
 
Leaf hydraulic conductance (Kleaf) takes a significant part in plant water relations. In walnut leaves, Kleaf 
was stimulated by light and tightly related to accumulation of JrPIP2s aquaporin transcripts. However, the light 
effect on Kleaf value is not systematically related to aquaporin regulation. Here we investigated the relationship 
between light, Kleaf and transcript levels of aquaporin in five species (Juglans regia, Fagus sylvitica, Quercus 
robur, Salix alba and Populus tremula) differing by the response of their Kleaf to light. Only for walnut leaves, we 
showed that light-increased Kleaf value is closely related to higher stimulation of both PIP1s and PIP2s 
aquaporins. To further investigate the involvement of aquporins (JrPIP1s and JrPIP2) in the light Kleaf 
modulation, 8 new full length aquaporins have been identified in walnut leaves and their expression pattern was 
monitored. All the aquaporin tested was turned up to be upregulated under light condition and downregulated 
under darkness. Moreover, we showed that the Kleaf response to light is quality-dependant, since it was reduced of 
65% in the absence of blue light. Interstingly, this Kleaf reduction was correlated with a high downregulation of 
almost all aquaporins tested. 
To give an insight into the early molecular events involved in the light-induced Kleaf regulation, a large-scale 
transcriptomic analysis consisting of the cDNA-AFLP procedure was carried out on walnut leaves, kept at 
different light conditions. We obtained a total of 12,000 transcript-derived fragments (TDFs) by cDNA-AFLP 
with 128 primer pairs. Reliable sequences were obtained for 187 of these TDFs, and functions were attributed to 
93 TDFs through BLAST searches in GenBank databases. Most of the 93 TDFs corresponded to genes encoding 
proteins involved in cellular regulation (58%). Leaves exposed to light showed changes in the Ca2+-signaling 
pathway, the ubiquitin-proteasome pathway, vesicle trafficking process and the expression of multiple 
transcription factors and protein regulators.  
To progress in understanding of a potential role for calcium signalling in light-modulated Kleaf, Kleaf   values and 
transcript accumulation of 10 JrPIPs were monitored in leaves perfused with either a blocker of calcium channels 
[LaCl3] or a CaM antagonist [W7]. Compared  to  control,  these  Ca2+ -effectors  led  to  a significant  reduction  
in  Kleaf and transcripts accumulation of  almost all JrPIPs under  light conditions.  Our   results   indicate   that 
Ca2+ /calmodulin complex may transduce the light signal required for stimulation of Kleaf  and its   correlated   
aquaporin   expression.    
 
Key words: Walnut leaves, leaf hydraulic conductance, blue light, aquaporin, cDNA-AFLP, Ca2+ -
effectors. 
 
Résumé: 
 
La conductivité hydraulique foliaire (KF) est une composante majeure du transport d’eau dans toute la 
plante. Dans les feuilles de noyer, la KF est stimulée à la lumière et est étroitement liée à l’accroissement du taux 
des transcrits d’aquaporines JrPIP2s. Par ailleurs, la corrélation entre la stimulation de la KF et des transcrits 
d’aquaporines à la lumière, n’est pas générale et dépend de l’espèce. Ici, nous étudions cette corrélation chez cinq 
espèces  forestières (Juglans regia, Fagus sylvitica, Quercus robur, Salix alba et Populus tremula) différant par 
leur réponse à la lumière. Nous démontrons seulement chez le noyer (Juglans regia),  la contribution des deux 
familles d’aquaporines PIP1s et PIP2s. Afin de mieux comprendre le rôle des JrPIP1s et JrPIP2 dans la réponse à 
la lumière, nous avons isolé 8 nouvelles isoformes dans les feuilles de noyer et nous avons étudié leurs profils 
d’expression sur une cinétique lumière. Toutes les isoformes étudiées sont accumulées à la lumière et réprimées à 
l’obscurité. De plus, la KF est dépendante de la qualité de lumière. Elle est réduite de 65% en absence de lumière 
bleue. Cette diminution serait liée à l’inhibition des transcrits d’aquaporines. Afin de caractériser les mécanismes 
moléculaires précoces impliqués dans la modulation de KF par la lumière, l’approche globale cDNA-AFLP a été 
menée sur des feuilles de noyer sous différentes conditions d’éclairement. Nous obtenons 12000 transcrits 
différentiels dérivés (TDFs) générés par les 128 couples d’amorces. Parmi les 187 séquences obtenues, 93 d’entre 
elles ont une fonction putative. Leur classification fonctionnelle montre que  les gènes relatifs à la régulation 
cellulaire représentent environ 58% des TDFs identifiés. Les feuilles exposées à la lumière, montrent des 
changements dans les voies de : signalisation calcique, protéolyse, trafic vésiculaire et l’expression de divers 
facteurs de transcription et protéines de régulation. 
Pour mieux comprendre le rôle potentiel de la signalisation calcique dans la modulation de la KF par la 
lumière, nous avons étudié l’effet d’un inhibiteur des canaux calciques  [LaCl3] et d’un antagoniste de 
calmoduline [W7] sur la KF et les transcrits des 10 JrPIPs. Comparées aux feuilles témoins,  les inhibiteurs 
calciques provoquent une réduction de la KF et de la majorité des JrPIPs étudiées à la lumière. Nos résultats 
confirment l’implication du complexe Ca2+ /calmoduline dans la transduction du signal lumineux responsable de 
la stimulation de la KF et des transcrits d’aquaporines chez le noyer.  
 
Mots clés: Feuilles de noyer, conductivité hydraulique foliaire, lumière bleue, aquaporine, cDNA-AFLP, 
inhibiteurs calciques. 
 
